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El tkrrnina harmone Pue prnpuestn nriginalrnente par  el 
f f ~ i 6 I o g n  fig188 E. ti. Starllng En A905, y ae deTini6  c ~ m o  "cue1 -
quier suatancia pradueida n~rmalmente par l a s  c e l u l a s  de alguna 
parte d e l  organfsmo y transpnrtada par  el torrente sanguinea a 
paftes dia tante s ,  a l ee  que sfecta  para beneficio de dicho orqa -
nismn como ~nnjuntan. A es te  dePinicf6n clhsica habrfa que agre -
gar : Illas harmonae i n t e r v i e n ~ n  en la regulacf 6n y cnordfnacibn 
de las actividedes celulares, siendo eficacee en conc~ntrac5ones 
muy hajaalt. Estas conceptas pueden parecer vagos y gen~rales, y 
muy l e j snaa  de mquel l~a  que hoy nos explfcan el mecanismo de ac- 
ci6n d~ l a s  hormanas a nivel malecular. Sin embargo, e l l o s  e n c i ~  - 
rran ya la "idea molecularn da que l a  hnrmane es una seRal d ~ l  
medln extrscelular que de alguna manera debe aer tranaducida ba- 
j n  la forme de un mensaje intracelular. Par mtra parte, el hechn 
de afirmar que laa hormanaa aan ~ficaces a bajas c ~ n c e n t r a ~ i n n ~ s  
irnpliea la necesidad de un sf e t m a  de amplif%cacidn par ~1 ~ u a l  
3U vez de un cemhio macroscbpico detectable par 10s njos d e l  fi- 
Se puede decfr que la ~ n d n c r i n o l n g f a  Molecular se ocu 
d 
pe de di luc idar  la8 relecfnnea entre l a  aeflal externa, el menss- 
jero interno y el ~fstema de smpliffcauibn. El nacimiento de esta 
discfplina se ubfcs  en 7457 cuand~ Sutherland y Rall (1,Z) demcu -
briernn un compuesto termo-estable cuya fnrmacibn era eatalirada 
pnr frecciones particuladaa da hfgsdo incubadas con ATP, ianea 
M ~ + +  y glucag6n o adrenalina. Dicho conpueeto, requerido para l a  
I 
a~tfvae16n de La fosfnrilaea hepltfca, raaultb ser el 3 ' ,  5' Ad= 
nosf ne monaf asfata c l c l l c o  , Llamado comGnmente AMP cfclico. 
En el ssquema prnpueato por Sutherland, el AH? c i c l l -  
co (Tlgura 1) es el menaagero lntracelular n aequndu mensajero, 
mientraa que le hormana r~preaenta a I n  seflal externa o ~ r i r n ~ r  
mensejeso. La presancfa d s l  primer mensajero nmdiffcarfe l a  con- 
Fiqura 1:- Estructura de la 
molficula de AMP 
cantraci6n i n t ~ r n a  del segundo m~naajero. La rnayorfa.de laa hnr- 
monse, y en especfal las pnlipeptfdicam pnr su gran tmmaflo, ~erfsn 
incepacem de etravesa~ Is barrera canetftulda por la membrana plag 
m6tica. LC6mo logra entonces 1s aefial externa modifiear la canti- 
dad de una suatmcie que ae encuentra en el interlor de la chlu- 
la? Ea lbp lcn suponer, y a ~ f  ocurri6, qua en el transcursa de  la 
Evoluci6n se hnyen aeleccionado en l a  superficfe celulsr mol6cu- 
las capeces de reconocer espeeificam~nte a la8 diferentes hormn- 
nas par complementaridad est&rlce, y de tomar eontacto con el s3.s - 
tema interno encargad0 de producir y/a degredar sl AMP ciclfco. 
Dlchaa rnol6culas son lwa llamados recsptores hnrmonsles. En l a  fL 
gure 2 me esquamatiza simplemente el modeln de los dos rnensajerae. 
EXTERIOR 
- A T P  
Fiqurs 2 : -  Modelo de lo8 daa mensajaros. 
H = hormona; R = receptor; MP = membrana plasrn8tica; 
AC = adenilil ciclaaa; PDE = fosfodiesterssa de Wcic l ico;  
MX = metilxsntfnaa. 
En mate eoquema, cuanda une hormona (por ejempln el 
interacthe con el receptor ubicada en la superffcie externs de l a  
rnembrana plaam6tica. 
El receptor ligado 8 la harmnna es entoncss capaz de 
interaccianar can la enzirna reeponsehle de sintetlzar ~1 AMP c l -  
clico a p a r t i r  del ATP, llamads adenilil ciclasa, y que se gncuen 
- 
tra en l a  cara interna de le membrana celular. De esta manera, 
el AMP cfclico sumenta su cnncentracibn de lo-' a lf5 M y pro- 
vnca un cambia rnetahblicn (el rnado de accidn del AMP c$clfcn se 
verg m6s adelantel con al teracibn de la concentracibn de rnetaho- 
litos. Pnr ej~rnpla en el casn d a  la gluc~aa 6 fosfatn, 6sta pue- 
arnplificaci6n de l a  sefial d e l  nrden de diez millnnes de vecee. 
El AMP cfcl icn sintetfzado puede a su vez eer degradado par l a  efi 
zima foafodieaterasa de nuclebtidas cicllcos, cnn praduccibn de 
5I AMP, s lendo esta reeccidn inhibida por 18s matflxantinas. 
universal para todaa aquellas harmonas que actfian v5a AMP c i c l i -  
co Ccabe recordar que existen harmanas camo las  eatercideas, por  
ejempln, cuyo mecanisma de accfbn no fnvolucra a1 flMP cfclico). 
EL o b j e t o  central de este  trahaJo de tesis es la ca- 
ract e r i z ~ c i 6 n  y pur i f  icacibn de daa actividadea de a d e n i l i l  cicla 
++ 
sm d~pendientes de Mn e n c a n t r a d ~ s  en laa fraccfones c i t p a b l i -  
cas de t e s t i c u l o  de rata y del hanga Neurnspora crassa. 
11- PROPIEDADES GENERALES D€ LAS A E N I L I L  CICtQSflS 
LB sdenilil ciclasa (RTP pyrophosphste-lyaee (cyclizing) 
E. C. 4.6.1.  7.) es le enrima responsable de la sfntesis d e l  RHP c l  I 
neZ+ 
AT? - AMPcfclico + PPi 
Los eustratas de asta reaceibn pueden aer l n s  cnmple- 
2- 2- Joe Mg ATP Mn ATP sctuendo loa cationes divslentes ~ n + +  o
como l a  de Neuroapora (3 )  y Is de testicul~ (vex resvltadoa) 1s 
dependencia de  ~n~ ss caai rbsoluta. 61  blan la conc~ntrac idn  
intracelular de ~ n *  sexia diez vecee menor que la de M ~ " ,  la 
afinidad d e l  ATP por el primero ae mayor que pox el segundo, lo 
que podria explicar que l a  antima pneds actuar I n  viva can amboa 
En tndas la8 c6lulea ~u car io taa  estudledas las adeni- 
L f l  cfclasas san enzlmas unidss  a membrann, que se encuentran en 
la caTa interna de la membrana plasm6tfce. Hasta el momenta la 
excepcibn s esta regla l a  constituye la ciclasa de lo8 tbbulus 
aeminiferoe que t iene localizacf6n citoplharnlce (4,5). Dejanda de 
lado esta excapei6r1, ae puede considerax- a 1s sdenilil ciclsaa cu 
- 
mo un buen marcador de membrana plsem6tfcs. Esto fue demnstrada 
prfmeramente por Dauo~en y Sutherland ( 6 )  quisnem vf nran la 

es precedida por una crnrnatogrEvffa en D E E  - celulmea, neceaaria 
para la eliminaci6n de la mayor parte d e l  dekefgente. Storm y 
Ryan C15) han laqrada obtener una ciclasa solubilizada de membr: 
nas de hfgadn con TritGn X-305 (un datergente &a hidroP6bico que 
el Tritdn X-100) que p r e s ~ s v a  su capacidad d~ respueata al gZucs -
g h  y a la adrenaline. Experfmantoe realfzadbs en n u e ~ t r o  labom -
toria (Dr. Torres,  comunicacibn persunall can una vsrfedad de de - 
tergentas fdnicos y no ibnicns llevaron a la seleecf hn del ERIJ- 
58 para la solubilfzacibn d~ IH adenilil ciclasa de Meurospma 
I 
crsssa. 
Reactivns qua interaccinnan con grupaa s u l f h i d r i l n  c a  
ma el p-cloro-mercuribenzoato (PCMB) y la M-et il-maleimida (hEM) 
son capaces de inact ivara  la d e n i l i l  ciclaaa de higado. Mientraa 
el efeeto  de NEM es irreversible, el d~ PCME puede ser parcial-  
mente reuertldo (50%) pur reactivns carno el d i t i o t r e i t n l  (DTT) o 
el mercaptaetanal (MSH) (A3). ?or otra  perte, el tratamientn de 
membranas durante 5 rninutos m n  merc~ptoetan~l  a una concentra- 
cibn de 10 mP1 provoc.a una pgrdida d e l  50% ds l a  ac t iv idad  de cf- 
clasa (13) sugfrienda q u ~  ademh de un grupa -SW ( s ena ih l e  a PCME) 
parece crft ica la presencia de puentes -S-S- ( ~ e n s i b l e s  al MSH). 
11. 3 Efec tn  del ibn fluorura. 
Can excepcidn de l a s  cicle~arr dependientes de ~ n + + ,  to 
dae laa  ciclasae eucarf6kicas descriptas son eatimuladas por el 
i6n f l u o r u r n .  Se conace muy pacu acerca del mada de acci6n d e l  
fluoruro, pern se aabe que su capacidad de actfvar la efnteais 
de AMPc in vitra a partir de ATP no as debid0 a3 conacida efecta 
inhibitnrio del F- aobre la ATPasa (ATP phoaphuhydralase E,C. 3. 
d e l  cual el f* act iva  a la ciclass y la activacidn hnrmonal de 
la mf sma : 7) la act ivmi6n pcr F- no deponde tfe la presencia de 
Is adenilil ciclasa en la memhana ya que ciclaaaa s o l t l b f l i ~ a d a s  
par d e t e r g s n t ~ s  que han perdidn au capacidad de respueeta a ha r -  
monas, Gonserven 8u aensibil id-ad a1 F- ( 7 4 - q 6 )  ; 2) la concentrs- 
cfhn de F- que p r o p n r c i ~ n a  la rnLtad de la estimulacibn rngxima va -
rta Gon la temperature ('173 mientras que la de l ~ s  harmonas na; 
31 laa curvea del ePecta versus la concentracidn de F- sun afgma& 
dass rnientres que laa de l a s  horrnanaa no. 
E l  efecto d e l  F* Pue prim~ramente deernipto par Suther - 
land e t  a l . ,  (76) y se vi& que requiere l a  presen~ia de un catibn 
su efecto estimulatnrio directo sobre l a  adenilil clc lasa,  el F- 
es capss de inhfbir a l a s  ciclasae eshimuladaa por hormtmas. E s t o  
10 cornprobaron Herwand y Radbell (79) quianes encontraran que el 
F- inhibe la nccidn estlmulafarf a de l a  adrenaline D el ACTH a 
tempefaturas par debajn de 3WC. Pox ~ t r a  l adn ,  PPanganiellu y Vaughan 
12H-221, tsaba f endo cnn la a d e n i l l  1 c i c l a s a  de c4lulaa del panfcu 
- 
lo adipnsa e p i d i d i m e l  de rata, demustraron que la ac t iv idad  e s t i -  
muladme  d e l  F- a una cancentracibn de 5,3 mM puede eer totalmen- 
t e  anulada par pixofusfato 1#5 mM, mientras que el PPI  no afecta 
a la inhibfcibn pop F- 5,3 mM de le estimulacf6n de la cielasa por 
isoprnterenol. Esta indfcarfa que los  e f ~ c t a s  estfrnulatario direc 
- 
t o  e i n h i h i t o r i a  de la estimulacidn hormonal son eventos indepefi 
dientee dausados par el F-. Los mlsmoa autores tarnhifin demoatpa- 
ron que era posible inhibir con F- 5,33 mM en la rnezcla de Incu- 
bacibn, a la adenilil ciclaaa activada en uria preincubaci6n con 
F- a una cancentraci6n de 5 mM- E s t e  Gltimo ~ x p e r i m n t a  confirma 
la independencia de l ~ a  ef'ectas. 
Ourante mucho tiempu ae pens6 qup EX fluorwa eskimulg 
ba a 1  rndxinla a l a d e n f l f l  cic1es.a y por l a  tantm la art iv idad ee 
- 
tbmulada par F- podfa aez nnnsfderadt cam un buen i n d i c e  de l a  
concant rac ibn  en enzima. Sin embargn , Radbell ,y culaboradoree (23) 
mos3raron gue el GMP-P~MHIP, un anglaga del GTP can el ~ n l a ~ e  sntxe 
10s f nsfatoe y $ nn hidrnlizahle, ers cepaz de amentar la acti  
C 
vidad de adeniZil ciclase a n&veles muy par ancima de Ins alcanzz 
dos can F-. 
31. 4 Requlacibn p o r  harmanas- 
Numeroeas hcrmonas modiffcan l a  act iv idad de a d e n i l i l  
ciclasa en varios tejidos: la mayorfa de e l l a s  ejercen un efecto  
activador mientras que la insulina (24-27)  ajerce un efactu fnhf 
- 
bf dor. 
El hecho de que horrnonas muy diferentes tengen coma 
Pin incrementar 108 n i v e l e s  fntrecelularea de AMP c1clica, lo 
cual a su vez altera el metabnlismo celular, parseeria un efecto  
no eapec~fico s i n 0  fuerm por le existencia de receptorea harmon= 
lee que discriminen entre las hormones circulentes y aseguran el 
acoplamfenta con la adenilil eiclasa. 
En la Tabla 1 se deacriben lee prineipeles harmones 
que m~df f fcan  la actividad de la adenilil ciclase,  el tejida en 
a1 que actdan y la respueste biul6gica  que producen. 
Sutherland y aus c o l a b n r a d o r e ~  augirleron originalmen 
- 
t e  cuatro c r i t e r i ~ s  que dehian cumplirae para asegurar que un 
determinada efecto  hormonal es rnsdiado por el AMP cfclico. Estns 
son : 
1) - La hormona debe estfrnular e la edenilil ciclase en extrac- 
2) - Niveles Piaioldgicos da l a  hormona deben producir un incre 
mento en 10s niveles de AMP cfclico que ocurra antes de, a 
cancomitantemente con l a  raspueata fisiolbgica. 
3) - Las metil xantlnos (teofllina, c a f e h a ,  arninoFilina) deben 
patenciar el efecto de la hnrmona. Eetn so debe a que laa 
rnetil xantinea san potentes inhibidores de la fosfadiestg-  
reaa de AMP cfclicn (3i: 5'-Cyclic, AMP 5' nuclebtidn hydro 
-
lsae E.C. 3.1.4.171. 
4) - El agregsdn de AMP ciclfca ex6geno de SUB anblugos d ~ b e  
imitar el a f e c t a  de  la hcrmona. 
Fain y Butchef (47) propanen agregar un quinto criterio a loa de 
Sutherland: 
5) - La t ox ina  d e l  cblera dehe imitar el efecto de la hnrmona 
despu6s de un perfado d~ "latencia" de 1-2 hs, ( v e r  11.63. 
t a s  siatemsa de activacibn de la a d e n l l i l  ciclasa pnr las dife- 
rentes horrnonas pnseen las siguientea caracteristicas: a )  cada 
hormona ~stfmula a la adenilil ciclasa en un rango de cnncentra 
clones que es prnpio; b l  l a  estimulacibn rn6xfrna lograda varfa 
aegGn el tipa de  hasmona del que ae trate; c )  antagnniataa espe 
-
ciFicns aolamente hlnquean loe efec tos  de 10s aganistas corres- 
pandientes y nn de atras hormones; dl  l a 6  hcrrnanaa actGsn tlesde 
el lado externa de la membrana (estu fuo demnstradn par Setn y 
calahnradnres ( 4 8 )  para la ACTH y por Cuatreca~es (49) para l a  
i n s u l i n a ,  quienes cornprobaron 18 existencia de  roapueetas s p r ~  
paraciones harmonales unidaa covalentemente a matrices fnsn lu-  
hlea); e )  l a s  ~aracterlsticaa discrirninatoriae de  l o s  recepto- 
res y 1s activacibn de 18 a d e n i l i l  cfclasa na requisreh de la 
f n t e g r i d a d  celular ya que se observan en aietemas l f b r a s  de c6- 
lu las  (5DI; f) la interaccibn d~ las  horrnonas can sus receptores 
TABLA '1 
HORMONA RE SPUE ST R 
ADRENALXNA HIGADQ 
MUSCULO ESQUELETICO 
Mf UCARDIO 
GLAMWLA SALIUAL 
TEJIDO AD1 POSO 
ELUCaEENoLISIS < 28 1 
GLUCDGENoLISIS (28) 
EFECTQ INOTROPICO (29) 
SECRECIOM PE AMILASA (301 
LrPaLrsrs €31) 
LXSERACf DN DE AE€TILCOLI NA ( 3 2 )  
SIWTESIS DE MELANOTONINAS (33) 
SISTEMA MEAVIOSD 
ELANDULA PINEAL 
HIDROLISIS DE TIROGLOBULIMA ( 3 6 )  
IaDACIflN (37) 
CXIDACIOH DE GLUCaSA (38 )  
CDRTEZA RENAL 
HUESDS 
SINTESJS BE ESTEROIDES €b0) 
REAB!XiRCION DE AGUA (41 MEDULA RENAL 
N~uraapora crassa (24) 
TEJIDCI ADIPOSO C25-27) 
v fa ta  a travba de l a  act~vacibn de l a  adenilfl ciclasa ea to ta l  
y rgpidamente reversible. E s t o  fue  dernostrada oriqinalmente en 
el sistema de la ciclasa hephtica eatlmulada pnr glucag6n, ~ t s  
dianda 10s efectns de la eUrninaclbn de Is hormona pmr lauado, 
n de la d i l u c i b n  de la hormnna n de la acci6n de antagonlstas 
cumpetftivos, aohre la respuesta enzimstica (51). 
loa puntus a); b) y c )  son cunsecuencia de l a  extre-  
ma eapecificidad de los receptores para las caracteristicas topo 
- 
quimicae de las hormonaa. Ta l  hecho ae evidencis claramente en 
l a s  c 6 l u l a s  grasas que poaeen na menor de cinco t ipna dlferentes 
de receptores, cada uno de e l lus  con capacidad de activar a la 
adenilfl ciclaaa (52). 
II. 5 Aequlaclbn por GTP 
El papel de lua nuclebt idos  de guanosina an el control 
de la adenflil ciclssa ha sido parcialrnente dilucidado por c u a t ~ o  
lfneas de trahajo: 
A )  - El grupn de Rodhell y Birnbaumer 153) demostrd que en mem- 
branas de higada l a  actfvacibn por glucag6n de l a  adenilil 
ciclasa requiere GTP su anhlogo, el GMP-P (MH)P. Este corn 
- 
puesta presenta la unibn de au f o s f a t o  terminel rasistent~ 
a1 staqus par hidrolssas ( 5 4 ) .  Por otra p a r t e  estas nucleg 
tidns aurnentan la dieaciacifin del complejo receptar-harmo- 
na tanto en el caso del glucagfin (55) coma en el de 10s 
agonistas)adrenErgicos. Rudbell y colahoradores mostrsrnn 
en 1977 que rnembranas plaarnbticas de hfgado Itpre-marcadas" 
con [ 1 2 5 ~ ]  glucag6n y luego solubilizadas con Luhrol PX dm - 
ban origen a d m  companente~ separables: por un lado La  ad^ 
n i l 1 1  ceclaea cuya n c t i v i d a d  podrfa ser eetimulable pox 
GWP-P (NH)P y p a r  atra lado glucegbn unido a protefnm cuya 
velocidad de diaociacihn padrfa ser aumentada por ETP y 
EHP-P CNH)P de una rnanBra simflar e la vista en mernhranas 
intactas (56,571. 
2) - Pfeuffer pnr su parte, par t i6  de extractas de eritrocitoe 
de paloma solubi l izadoa can deterg~ntee. Medf ante el uso de 
columnas da crdmafografia de afinfdad en matrices c o n t e n i e ~  
dn GTP unido covalentemente, logrb separer das frscciones: 
una cnn escasa actividad de cicl~aa s i n  respuesta a GMP-P 
INHIP,  y atra, que se retiene en dichaa columnas, carente 
de actfvidad de ciclssa. Esta bltirna, agregada a la primera 
r e a t i  tuy e la act iu idad  anzim6tica estimulabla par  el nuclei 
3) - Eilrnan y calaborado~es  por otro lado t rebajaron con v a x f a ~  
t e s  (rnutantes) de cblulas de linfoma 649 carentes de act ivi  -
dad de a d e n i l i l  ciclass dependiente de M~'+ (cglulas  AC-). 
Cuanda agregaran extract~a prepsradas con detergentes de 
rnembranas de RC- a rnernbrehae de c6lulae RE' cuya ciclaea 
habia sida inactivada par calentamiento, la ac t iv idad  En 
presencia de M ~ + +  ae restituyb. De ello surge que para que 
opere la actividad ciclizsnte en presencla de dicho es t fbn  
se requfere un f an to r  l h b l l  a1 calor exiatente tanto en e& -
l u l a e  AC' como en Tas AC- (59,601. 
4) - E l  cuarto t i p a  de avidencia fue proviato por Caasel y  sell^ 
ger (61) quienes reconocferon l a  exlstencla an membranae de 
erltrocitoa de  pavn de una sctividad hidrolftica del GTP 
(GTPasa) estimulable por catecalamfnas e inhlbfble por entg 
rotaxina del chlera. 
La conclusidn de estos t r s b a j o ~  ea que l a  adenflil c& 
clasa t iene Jntimamente asncisde una act iv idad GTPheica. Sg sup2 
ne que el e s t a d ~  ac t ivn  de la ciclass es el complejo ~iclasa - 
GTP y que la h i d r h l i a i s  d e l  nuclebtido pox Is GTPama disminuye 
le actividad de l a  enzima por f~rrnacfbn de un cornplejo inaetivo 
eon el EDP. El GMP-P CNH)P, a l  na ser hfdrolizehle, mantendrh 
a1 sistame permenentemente en au estada actkvo. La figura 3 f l u =  
t ra  el madalo propueato por Cassel y Selinger. 
Segdn este eaquema la enterotoxina d e l  cblera no ac- 
tfvarfa ii la cicleaa directamente eino par inh ib ic i6n  de 18 GTP 
asa. El complejo hormone-receptor, a nu vez, ecelerarfa e l  re- 
cambia d e l  GDP por el GTP. 
11- 6 ~ctfvacibn pnr l a  toxina del cblers 
El cdlerm ee una enfermedad f a t a l  provocada pox una 
enterotaxina formada par uibrio cholerae. La enterntoxina cauea 
un drarn6ticn aumento de la secrecibn d e l  f l u i d 0  in tes t ina l  y 10s 
enfermos mueren p o r  deshidratacibn. La mul&cula de la entarntoxi -
na eat& formads pox dos subunidadaa prnteicas de 54.ODO Dalton 
(protelna I) y 32.000 Dal tnn (protsfna 111 de peso molecular, y 
esta dltfrna a su vez por do8 suhunided~a  l igadas  por unionea d f -  
aulfura de 7.000 y 25.000 Dalton de peso malecular reapectfvamec 
t e .  
fiqura 3:- Modela prapuesto par Caasel y Selinger para explicar 
l a  act ivacibn de la Q d e n i l f l  ciclasa par GTP y GMP-P(N)P 
+ = estimula.ci6n - = fnhibieibn 
La ~ ~ c u e n c i a  de evantos fnvolucradas en l a  aeci6n de esta tnxina 
se inicia con l a  interacctbn de la m f m a  con su receptar en l a  
membrana plasmgtica. Dicha receptor, el mono~iala-ganqlibsidn 
GM1 esth presente en la membxena plasmfitice de casi todas la8 GE 
l u l a s  de mmiferaa (62) y la interaccibn c o n ' l a  taxina se h s r f s  
a nivel de l a  protelna I. Luego de elln, la pratefna I1 ae sspa -
ra del complejn gangl ib ido  - protelna I y parelelamente ocurre 
une reduccibn de 10s puentes disulfura que conectan las subuni- 
dades de PM 7000 y 25000. La ~ubimidad de 25000 a su vea es qufen 
d e f i n l t f v m e n t e  activa a le ciclasa (63-66).  
~ t a  ee ha v i s t o  en el mods10 d ~ !  Cassal y Seling~r (figura 3 )  qus 
le activacibn par enterotoxina del chlera ncurre por  i n h i h i c i b n  
de la GTPasa. 
Recientemente se damustrb que l a  oubunidad actfva de ie t'oxina 
t lene actiwidad ds adsnctsina d i f ~ a f a t n  riboeil transferas& (E.C. 
3,2.2.5), ea decir que es capaz de catalirar 1s afguiente resc- 
cibn (Ilamada carndnmente RDPribosilacibn) (67). 
N R D ~  + ACEPTOR .- ACEPTDR - RIfl0SIL RDP ' + NIC(ITINW1DR 
Se supone que en el caso de la enterotaxfna d e l  cblera, el acep- 
tor aerla la GTPasa aaociada la adenilil cicleea, la cual que- 
darla i n h i h i d a  misntras que la cfclasa qu~darfa ectivade pox a1 ' 
GTP de mornera permanente. 
11. 7 E~rnpnnentas prot6icos del aistem de adeni l i l  ciclasa sen- 
s i b l e  a harmonas. 
Estudios realisadus en l a s  bltimas t r e s  mRos, y ~euni- 
d m  sacientemento an uns rsvisibn par Rass y Gilman (68) demoatr~ 
ron qua la adenflil ciclasa senaible s hormanas ost6 compuesta 
a1 menos pas tree proteinas: una pmteina catalftica CC) que es 
u 
relativamente inact lva  y no presents prnpiededss requlatoriaa; 
una proteina ligadnra de guanil-nuclebtidos (G/F 1 que media la 
acci6n estimuledora de lns nu~lebtidas de guanDaina y d e l  fluo- 
ruro; y uno o m6s receptnrea hormonales (R). Excepto en 1n que 
respect0 a algunos receptores hormanales, las protelnas C y E/F 
aGn no han sido purificedas a hamogene5dad. Sin embargo, se ca- 
nocen varias propiedades de estos.eompnnentes que han sido sum! 
rizadas en l a  Tabla 2. 
TABLA 2 
Propigdadea de lns componentas protileos d e l  sistema de a d e n i l i l  
ciclasa senaible a harmonas. 
- Contiene el sftio de unfbn a la hormana en la cara extracelular. 
- Uno o m6s diferentas tipoe de reeeptorea por c6lula. 
PROTEINA CATALITICA (C) 
- La a c t i v i d e d  detectable con Mg-ATP es menos de un 10 % de la 
ac t iv idnd  con Mn-ATP. 
- Dicha act iv idad no ea estfrnulada pox horrnonas, fluoruro o nucleh 
t idns  de guanosine. 
- Peao molecular aproximado de 190.000. 
- Estb ausente en cdlulas  de ciartns clnnes d e l  hepatoma HTC. 
- Es s e n s i b l e  81 calentarniento suave y a bajea concentraclones de 
reactfvos de sulfhidrilos (NEM). 
PMTEINA REGULATURIA LIGADORA DE GUANIL NUCLEOTIDOS (G/F) 
- Confiere s C La capacidad para u t i l i z a r  Hg-ATP carno sustrato .  
- Permits la regulacibn pox fluorur~ y par nuclebtidos de guann- 
sina de la actividad de C. 
- Une nucle6t idas  de guanoeina y fluorur~. 
- Probable portedora dr act iv idad GTPbslca. 
- Eetb seociada fntimamente a un pbptido de 42.000 Dalton de peso 
molecular que es sustrato da la AD? rlbosilacibn catalizada por 
la toxina del c6lera. 
- Est6 ausente en cfilulas da l  linfoma S49 variante AC-. 
- Es m6e estahle a1 calor y a l a s  reactivns de s u l f h i d r i l o s  que 
la protefna C. 
tas propiedadas ds 10s camponentes G/F y C han aido es 
- 
teblecidaa mediante le resalucibn funeianal o Pisice de los mis- 
mas en base a 9u termosensfbilidad d i f e r e n e i a l ,  y a su presencia 
o ausencia en d i f a r ~ n t e s  lfneas celuleres. En la tabla 3 se resg 
men l a s  caracteristicas de 10s siatemas da adenilfl ciclasa en 10s 
d i s t i n t o s  t i p n s  celularea estudiedos.  
TABLA 3 
Propiedades y composicibn proteica de lns aistemae de adenilil 
ciclasa en distintos tipos celularee. # 
Linfuma 549, uariante AG- ( o  cyc-) 
La variante AC- d e l  linforna 649 f u e  aislada por  Bourne 
TIP0 CELULAR 
NDAM AL 
(higado, 
eritrocital 
LTNFOMA 549 
variante AC- 
HEPATOMA 
HTC 
LINFDMA 549 
varisnte LING 
TEST1 CULU 
l i n e a  germinal 
e t  a1 ( 6 9 ) .  Dado que las c&lu las  de dicho linfoma mueren a1 eXevar 
- - 
ACTIVIOAD DE 
CICLASA EN PRESEN 
CIA DE: 
- 
Mg-ATP Mn-ATP 
SI Sf 
M SI 
NO NO 
SI SI 
NO 53 
ACTIUACIaN POR 
f-9GTP ' H~rmone c o l .  tax. 
SI SI 
NU N13 
NO NO 
Sf NO 
NO 7 
se l a  concentracien intraceluler de AMP c ic l ico ,  ae pudieron selec 
d 
COMPONENT€ 
PRESENTE 
R GJF c 
SI SI 61 
SI NO 51 
SI SI NU 
SI ST Sf 
? ND 51 
cianar variantes deficient~a en adsnilil ciclass  exponiendo el c u l  
- 
t i u o  a eg~ntes capaces de activar l a  ciclaaa in v i v a ,  cumo la toxi 
- 
na del cdlera o agonistae (3 adrenbrgicos del t i p o  del isnproter~ 
nol .  Estas cklulas variantea carecen de actividad da ciclasa me- 
dlda en presencia de Mg-ATP, pero poseen ac t iv fded  con Mn-ATP. La , 
a c t i v i d a d  con Mg-AfP, a d  como l a  seneibilidad a la activacfbn 
por F-, GTP y tnxina d e l  c6lara dependen de la presencia d e l  corn- 
ponente G/F cuya a c t i v i d a d  est6 ausente en eetas cblulae. La ac- 
t i v i d a d  dependiente de M~'+ y las consiguientes antivaciones pue- 
den sex reestablecidas a1 ae suplementa a l a s  rnembranas de la va- 
r i a n t ~  AC- con extractas de membrenas d~ cklulas  normalee tbvg hf -  
gado, eritracitoe) solubilizadas con detergentes. Eatos extractos 
aportarian el cornponente E/F a1 sistema de reconatf tucibn mf en- 
tras que l a s  membranas AC- aportarian el componente C. Gilman y 
coleboradores demostraron que eliminsndo la actividad de ciclasa 
endbgena de 10s extractas menci~nadns, pnr calentamiento a 30oC 
na se anulaha la capacidad recanstituyente de 10s mismas f rente  a 
l a s  rnemhranss AC-. Este experimento indicb que el componente E/F 
era r n h  resistente a1 calentamiento que el C. Dado que G/F y C son 
sensibles a la acci6n de proteasas, reactivaa de  aulfhidrflos y a 
la temperatura 312 c ~ n c l u y 6  que amhas Pactores san proteinas.  
Hepatnma HTG 
Eatas ch lu las  son fenotipicamente muy sfmilares a l a s  
de la variente  AC-, perm a diferencia  de bstaa hlt imas,  carecen d~ 
-I-+ a c t i v i d a d  ds ciclaea medida tanta  con M ~ "  C D ~ D  con Mn . Sin em- 
bargo, extractus de rnembranas d e l  hepatoma HTC solubilizadas cnn 
detergenten onn cspaces dc reconetituf r el aiatema dependf ente 
de w ~ + +  cuando son afiadidoe a menhrene~ AC-. Esto indicarf a que 
l a s  membranas d e l  hepatama paseen el companente G/F normal, pero 
el C inactive. E l  hepatama HTC es l a  Gnica linea celular de msmk 
ferns verdaderamente cerente de act iv idad de a d e n f l i l  ciclaaa ya 
que t i m e  les ionado el sitfo ~atalitico de la enzime. Pox otra 
parte, el finfca organfsmo eucariate c a r ~ n t e  de activfdad de cicla -
sa conocidn hasta el momenta es l a  mutante ~ r - I  (fenotipo Rcrispn) 
d e l  hmgo Meurospora crasaa ( 7 0 ) -  
Linfarna 549, variante LINE 
Cuanda se sel~ccionan c6lulas d e l  linfnma 549 en medio 
cnnteniendn agonistae f i  adren6rgicos se producen, a d e d s  de clones 
AC-, clanes de un segundn Pertotipa resistente. Estas cblulas re- 
tienen a c t i v i d a d  de ciclasa en sus membranas, l a  cual  es estimu- 
leda pox F- 0 GMPP(N)P en presencia de  M~'' y por toxins del c61= 
ra. No obetante estas c~lulas han p ~ r d i d a  la capscidad de reapon -
der  a lae agoni~taa f i  sdrenargicas y tambirn a 18s prosteglendinas 
E, y EZ. Dada que las c&lulas variantes conservan sus receptorea 
sdren&rgicos in tac tos  (dernustrado por ensayns de l lh indingn) ,  
la l e s i b n  parece estar localirada en a l g h  componente que produce 
un desacaplemientn (UNC d e l  inglgs uncoupling) de 1s enzirna y el 
receptor. La cspacidad de responder a hormanas es raestable~ida 
a1 suplementar l a 8  membranas UNC cDn extractus de celulas narmales, 
pero no con extractos de c6lulae AC- Ccerentes de G/Fl (71). Por 
32 otra psrte, cuenda les rnembranss UNC snn maraadas con [ P ]  NAD y 
toxin8 d s l  cblera, se abaerva que la prateina de 45,000 Dalton ca 
- 
4 I 
racteristica de E/F (ver tabla 2) cambia su punto isnel8ctrico 
a un v a l m  m6s acfdica que el de la miama prnteina en c&lulae nor 
- 
males. Estus datos indicarfan que la lesibn UtUC represents una 
rnodificacfbn t a l  de la pratefna E/F que no le permite actusr coma 
factar de ecnplamiento entrn R y C, per0 que abn coneerva la ca- 
pacidad de conferirle a C l a  dependencia de M ~ ' + .  
Testiculo, lfnea qerminal 
En el capitulo V y en lo8 resultadas de eats tes is  estbn 
descr iptas  las caracterfstfcas de la adenilil ciclasa de c6lulas 
germinales de test%culo, 
11.8 Acoplamienta entre el receptor hormonal y l a  adenilil cfcla- 
sa. 
Murneroaas especulacionea se han hecha sabre la relecibn entre l o s  
receptorea y l o s  efectores (v.g. adenilil c i c l a s a )  ubicados en 
la cara interna de la membrana plasmgtica. En ~1 paeado se supu 
- 
sn que 10s receptores mismas tenian funcfones eapecificaa y sepa 
- 
radas (por e jemplo inndf  oros para los  receptoras de acetf 1-coli 
- 
ns). Una segunda poafbi l idad,  en favor  de la cual no existe nin 
- 
guns evidencia,  seria que el cnrnplejo hormnna-r~c~ptor actha en 
- 
zimhticamente sabre 1s a d e n i l i l  cfclesa yJo a travbs de la pra- 
duccibn de aubstancias qulmicaa (mediadores), La trrcrr paaibi-  
l i d a d ,  actualrnente la mhs scaptada viaualfza intereecionaa diqec -
tan entre la estructura receptors y la efectora. 
Oentro del cnncepto de intsraccibn ddrecta se pueden cons5derar 
trss esquemas: 
I) - El receptor y 1s adrnilil ciclasa son dne porciones de una 
miarns entidad molecular que atravfess l a  membrana plaemgtica de 
lado a ladn, ofrecfendn el extremo receptor hecia el exterior de 
la chlula y el extremo enrimdtico hacia sl interior.  E a t e  hip6te -
~ i e  ha sida descartada pnr las  nurnernsae evidencias  que mueatra 
l a  separacibn f fa ica  de receptore~ y adenilil-cieleaa e partir 
de membrsna8 pl8arn~tlcaa snlubilizadss eon detergentes(72-74). 
2 )  - t o 8  receptores rodeen a1 complejo enzimhticn. Se comportan 
cnmo unidades regulatoriaa acoplmdas permanentementa a la molbcu -
la da ciclasa,  y la manera por la cual interacci~nan la8 suhuni -
dadas puede aer entendida par analnqfa a la bfen conocida de l aa  
enrimas solubles multim6ricas- Laa objeciones a Bste modelo par -
ten d e l  hecho de que, por ejemplo,  en las cblulae grasas ucho 
hnrmonae dfferentes parecen ectuar sabre le e d e n i l f l  ciclass (412 
cagbn, ACTH, aecretina, LH, catecalaminaa, prnstaglandfnas, V I P  
e i r ~ a u l i n a )  ( 7 2 )  y cada una de ella8 actba mediante el nhindfngn 
a au propiu receptor. Si cada receptor debe estar ligada cnmo una 
auhunidad regulatorfa a la misma ~nzima y ,  a i  cada uno de hstos 
componentea t iene un peso m~lecular que varfe entre 100.000 y 
200.000 Daltan , result aria d i f  fcil que talea rnolhculas puedan 
agruparse fisicamente en un finica comple~o en la rnembrana, mante -
niendo adernha la exposici6n hacia el exteriar celular de cada cum -
ponente receptor. Por otra parte aemejantes complajaa macromole- 
culares deberian ser l ~ v i s i b l e s "  a1 microscopio electrhnf ca en 
cartes convencionales a par la tgcnica de "congelacifin, fractu- 
ra y grabado", hechn no descrfpto hasta el presente. 
3) - La hipbtesis del receptor rnbvfl desarrollada p ~ r  Cuatrecaaas 
(72) e a t 6  basada en I n s  conceptoa de la naturaleza dingmi ca y flue -
da de l a s  membranas celularea, expueetns par Sfngsr y flicnleon 
(75) - 
En eata formulacibn i lus trada  en la f igura  4 Ins receptores son 
entidades molecularea independientes de l a  adenilil-ciclesa. 
Cuando el receptar ae une a la hormana, aumenta su afinidad por  
ciclosa es t lmulodu (el 
o inhibido (+) 
AT P A MPc ATP AMPc 
Figura 4 : -  H i p b t e s i s  d ~ l  receptor mbvil para el nlecanismn de  ma 
dulac i6n  de  l a  actividad de adenilfl ciclasn p u r  t ~ u f :  - 
monaa. 
+ = hnrrnona act ivante;  = hormana inhibitnria; 
E = exteriar celular; I = interior. 
diche enzlma adquirtendo ademha l m  capacidad de perturbarla rno 
dificando su act iv idad catal~tice. E l  "encusntron entre el racee 
tor y la c ic l ssa  se produce graclss a1 rnouirnlento lateral que 
posren l a s  prateinas integralea en le matrlz f lu lda farmda par 
la bfcapa l i p i d i c a .  
Dadas ~ D B  tres c~mponentee independ ien t~s :  H (hormona), A ( r e c e ~  
tor) y RC ( m d e n i l i l  cielera) la8 interacciones poaiblee son: 
H-R + AC k2 & 
.k-2 
H-R-AC 
H-R-AC 
I A I1 111 I U  H+R - H-R -> H-R-AC -+ R-RE -9 R + AC 
Uno de 10s hechos experfm@ntales que padrsa explicar 
se con la hipbtea is  de Cuatreeaaes es el de la accf6n del GTP. 
Enmu v%moa, sl GTP cumpla d ~ s  roles eparentemente contradictarios 
en la regulacibn de la cfclaaa de higado por glucagbq: par un 
l e d 0  aumenta la activacibn par la hnrmona y pnr otro fncrarnenta 
la veloctdad de d i a ~ c i a c i b n  del compleja hormana-recsptar. Se- 
gfin eete  modelo, el GTP acelerarf a el paso 111 con disociacifin 
de l a  hormana y estabflixaxia a1 camplejo R-AI: que aeria ac t ivn  
sfin en ausencia de h~rmona (aistema nem6nica). 
Wuchos sistemas horrnona receptor presentan experirne~ 
talmente dos constantes  de disociacf6n correepondientes a dos 
companentes: uno de a l t a  s f f n i d a d  y bajs  capacidad de unibn y 
ntro de baja afinidad y alta capacidad de unibn. Para explicar 
este hechn se han prnpuesta numerose9 teoriaa que van deede la 
exlatencia de dus pohlaciones de receptores con afinidadea d i -  
ferentes, hasts l a  postu lac ibn  de una dnica poblaci6n de r e c q  
tares donde el cambia de uns af in idad  a otra ae produce pax un 
a f e c t o  cuoperativa negativo (76). El made10 tie Cuatrecasas pra -
dice rnatem6ticamente l a  existencia de doa carnponentes d~ "bind -
k g R :  Pox I n s  equilibriaa dado3 en l e s  ecueciones I a IV es 
k x k2 
*k - 1 
3 - . Por ntro lado, dado que par d e f i n i c i 6 n  l a  a f f -  
k4 
nidad d e l  cornplejn HR pox la ciclase es mayar que l a  s f i n i d a d  
d e l  receptor descargadn par la enzims, es k2> kh ,y  en coneecuen - 
c ia ,  para respetar la igualdad deher6 8er k, < k3. De ello sur -
gen los doe camponentea: el de alta afinidad y presente en pnca 
cantidad seria el camplejn R-AC mientras que el de b a j a  afini- 
dsd y pr~aente  an mnyor cantidad ecrfa el receptor sblu [R). 
Le comprobaci6n mbe espectacular d e l  modelo del re- 
ceptor m b v i l  pravino de 10s trabajos realizedoe par Michael 
Schrsmm y sum cal&oradores (77-79). Eatoa autnres ensayaxon 
la hipdtaais de que el receptar a adren6rgico es une unidad in -
dependiente que puede ser tranaferida de un aistema de sdenilil 
cfclasa a otro. Para e l l o  utilitaron eritrocitoa de pavo, en 
h e  cualea le a c t i v i d a d  de la a d e n i l i l  cicleaa hebia sidn an? 
lada par tratamiento con N-etilmaleirnida n pnr celor {poseen rg 
ceptores 1 adren6rgicns) , y c&lu lre  de l a  eritroleucemia da Friend 
(c6lulss F)  que t ienen uns a d e n i l i l  ciclaae normal pero carecen 
de receptor de t i p 0  (b . Lns er i troc i toc l  en 10s qua la ciclasa h s b h  
sido inactiveda fueron fusfonados con lee cglulas F en preeencia 
de vi rus  Sendai. LOB * f en ta~maa~  celulares de 18s preparecion~s 
Pusionadas mostraron una actividad de a d e n i l i l  cicleea perfecta -
rnente estimulable pnr isnprnterenol ( a g n n l e t a a ) .  La activecibn 
par fsoproterennl spareci6 pocos a inutos  deapubs de le f u s i b n  y 
a h  en presencia de inhibidoree  de l a  sinteais d~ protofnas ,  con 
l o  cual se demostrb que el ecoplamlento se produjo entre e l e m e ~  
tos  proexistentea.  
Repitiendo el rnismo esqueme experimental el grupa de 
Schramm logr6 transferir de c6f ulas F con su ciclasa inactiveda, 
recept~res de prnstaglendine E, (PEE,) B chlulaa de tumor adre- 
n a l  de rat6n (Y-I) que paaaen ciclese para carecen de 10s r e c q  
torea  mencionados. 
111. EL PAPEL BIOLOGICO DEL AMP CICLICO EN EL COMTROL DEL HETR- 
BOLISMO EN EUCARXOTES. 
En loa capitulos antariores ee deacribiernn lo8 as- 
pectns fundsmentales que canciernen a la d n t e s i s  hio lbg i ca  d e l  
M P  cfcl ieu.  En este capl tu la  se ver6 de qu# manera este nucle6 -
t l d o  intorviane en el contra1 dal  metabolismo celuler. 
El primer efecta  bioldgico atsfbufdo sl AMP cfc l ica  
fue la activacidn en higada de l a  Posforilasa de qlucbqeno 
( 1,4 ~ - ( - ~ - I i l u c e n  : orthophosphata 4-glucosy ltransferase , E. C. 2 .  
4.t.I), r e s p n n s h l e  de la degradaclbn de dicho pol isachrida con 
formacfbn de glucosa I- P , En el hfgado y en el mbaculo, la fos 
- 
f n r i l a s a  existe b a j o  d m  fnrmss: foafori leee  a (ectiva) y foefa- 
-
ri lasa b (fnactfva). La converaidn de l a  forme b a la a irnpli- 
- - 
ea una foafarilaci6n tle l a  rnol6cula d~ fasforilasa b e partir 
de ATP, reaccibn catal izada pox una enzima llarnada Pasforilaae 
b quinasa (ATP: p h o s p h o x i l a s ~  b phosphotransferese, E.C. 2.7.1. 
38). Esta firtima enzima, a su uez, ex is te  en dos formas: una ac 
- 
t i v a  fasfurilada y una inactiva defosforilada. La cunversibn de 
l a  Forma inactiva a la active acurre por la accidn de una prate$- 
na quinaea (ATP: pra te in  phosphntransferase, E.C. 2.7.7.37) cu 
- 
ya act iv idad se manifieata en presencia de AMP ciclicn, Las prc- 
te fna  qulnasas (PQ) fueran dascubiertas y a i s l a d a s  pur el grupc 
de Edwing Hrebs (168,169)~ puaden ser conaideredes coma lns vex 
- 
daderos receptares intreeelulsres del AMP ciclicn.  5u accidn 
catalltics radica en la trenaferencia d e l  grupo fosfsto termEnaL 
d e l  ATP a lo8 residuos serina a treonina de laa cadenas p o l i -  
++ peptldieaa,  en presencia del Mg . 
I 
Le f o s f  orilass b quinssa - quf nasa {Pq) , adem68 de 
fosforilar a l a  fosforilesa - b quinasa, es capar de hscerlo a 
otras protein88 como la ea~efna , histanas, protamirra y q l u c 6 ~ -  
na n$ntetasa (UDPglucose : glycogen 4 -4 - glucosyl  t ranef  ereee, 
E.C. 2.4.1.11) (1701.Tal escese especificidad pnra el sustrmta 
es una csracteristfcs cornfin de este t ipo  de enzimaa. 
La manera en qua el AMP cielico regula l a  actiuidmd 
de lam protefne quinasaa Pue deacubierta independienternente en 
10s leboratorios de Lipmen (8tJ) y Garran (83).  Trabajsndo con 
una protein8 quinasa de reticulocltas de conedo y utilizando la 
histnna coma austrato, tipmsn y calebnrmdores d e t e c t a ~ a n  que en 
presencia de AMP cf~lfco l a  enzima se dfsacfaba en doe camponeE 
t e s  m8s livianne que la furma nativa: unn con e c t i v i d n d  catalf -
t i c a  per0 sin capacidad de unir  AMP ciclicn, y atro s i n  activi -
dad cetalftica per0 que une AMP c ic l ica .  Las cnnclusinnes  fin8 -
l e s  fuaron que la8 proteinas quinases estdn formadas pnr 2 en- 
tidadea pratsicas: una rmqulatorfa (R) que f f j a  AMP cfcl icn y 
otre catslltice (C). Hay ne saha que l a  enrime est6  cnnstitui-  
da por dos subunidade~ catelfticas de 38.000 D s l t ~ n  de peso mo -
leculer cada uns, y un dfmero ragulstorio formedo por d m  mnn6 -
meras de 55.000 Oaltan de PH eada unn. En la f iqura 5 se descri 
- 
be de qu6 moda el AMP eiclfco ectiva a 18s protefna quinesae. 
emzitnu 
act rva 
:- Eaquemn qua represents la activacibn de protoinaa quA 
nasas por el AMP c$clico. En presencia de dicho nucleb -
t i d o  La enzima nativa inactiva se dfancia en do8 eub- 
unfdsdes catal~tlcas activas y un dfmero ragulatarin 
unido a doa moliculas de AMP cIclico. 
9~ = subunidad c a t a l t t i c a ;  MR = monbmern regulatorlo; 
@ = AHPc 
E x i ~ t e n  dns t l p o s  de prntefne quinasas dependientea de AMP E%- 
EH el t i p o  I1 la interaccihn entre l a s  eubunidmdes catalfticas 
y regulatorias sexfa rnbs Puerte qua en el tip0 f y requeririe 
para dinnciarae adeds de l  W cfclico una concentracidn aal i -  
Recientamente Corbin y colabnredoree (82) demoetra- 
ran que le prntefne qufnesa de t i p o  f es una prutefna de laca- 
membranas. Lo notable es que la unión a membrana se harfa a tra 
ves de las subunidades regulatorias, de manera de que al inter -
accionar con el AMP cfclico se liberarfan al citoplasma subuni -
dades catalfticas activas, en tanto el complejo R-AMP cfclico 
permanecerfa unido a la membrana. 
Si la fosforilacibn de protefnas par las protetna- 
quinasas fuera un proceso irreversible, los efectos hormonales 
serfan permanentes aún cuando desapareciera la causa que aumen -
ta los niveles intracelulares del AMP cfclico. La reversibili- 
dad del proceso est8 dada por la defosforilación de las protef 
nas fosforiladas. Esta reacción es catalizada por un grupo es- 
pecial de fosfohidrolasas llamadas fosfoprotefna fosfatasas 
(Phosphoprotein phosphohydrolase, E.C. 3.1.3.16). Las fosfopro -
tefna fosfatasas poseerian también dos formas: una activa defos -
forilada y otra inactiva fosforilada. La fosforilacibn inacti- 
vante de una fosfoproteína fosfatasa está a cargo de una protef 
na quinasa dependiente de AMP cíclico. De esta manera, un aurnen -
to en la concentración de AMP ciclico determina una 
de las proteína-quinasas y una inactivación de las 
na fosfatasas. 
Este tipo de regulación simultánea puede 
activación 
fosfaprotef -
visualizar 
se muy bien en el ya conocido sistema de amplificación "en cas 
- 
cada" del Letabolismo del glucbgeno, que se muestra en la fiqu- 
ra 6. Se tornark a asta ruta metabdlica comu paradigm d e l  met= 
-
nismo de accibn d e l  AMP cicl i  eo en loa mucariotee. 
AImMLIIa 0 GLWAmN 
ALP - ~ a *  PQ INACTTVA 
AC 
ADP PbQ - @ (ACTIVA) 
ADP 
UDP GLUCOGENO Pi 
UDPG GLUCOCENO CLUCOSA - 1 @ 
Cn - 11 
Fiqura 6:- Control del metabolismo del gluc6geno por  AMP cicllco. 
En la figure 6 se ve que l a  acci6n glucogenalltfca 
del AMP cfcl icn ~ s t b  garantfzada par cuatro puntos de cnntr01: 
de la fosfa taaa  capaz de lnsctivar e la fosfnrilase de qluc6ge- 
nu, la tnactivaeihn d~ la qlucbqeno sf ntetaaa y l a  inactivacibn 
-
de la fnsfatesa capaz de activar a 18 glucbgena sfntetaea. 
El AMP clcl icn cumple un ~ o l  similar en le l i p b l i s i s .  
La l ipasa  (Triacylglycerol acyl-hydrolase, E.C. 3.1.1.3) que hidro -
l i z a  trigl ic6ridos a glicerol y gcidos grasaa exf s te  en dos fox 
mas: una ectiva fosfori lada y otra inactiva no fosfori lada (83). 
En e s t e  caso tarnhien la fosfor i lac ibn es catalizada por  una pro 
- 
Ochoa y colaboradnres C84) aefgnan a1 AMP cfclica un rol regula 
-
nuclebtido activarfa una p r a t e h e  quinasa que Fosf~rfla a un 
i n h i b i d a r  de  la accf6n del Pactor de iniciaci6n de la traducci6n, 
e IF-2. 
Dicho fnhibfdnr aerfa s su vez uns pratefna quinaaa 
independiente  de AMP cfcllcn. 
Estas y otras efectos bial6gicos medfadas pnr protel 
na qulnaaes dependientea de AMP cfcllco se sncuentren en l a  2- 
TA8Lfi 4: Sit ioa de accibn de 18s prateha quinasea dependien- 
tea  de AMP clclico y Ins eventoa biolbgicos relaciana -
~ U B  - 
EVENTO PRODUCTDO 
LA PROTElNA QUINASA 
DEPENDIENTE DE AMPc 
FOSFORI LA A:  
GLUCOGEHO SINTETASA INHIBICION DE LA SINTESIS DE 
GLUCOGENO 
IJUINASA DEL FACTQR EIF-2 
TROWNINA 
COMPOMENTES DE MEHBRANA 
ACTIV A C I  ON DE LA DEGRAUACION 
DE GLUCOGENO 
ACTIV ACION DE LA DEGRADfiCIOM 
DE GRASAS NEUTRAS 
INHIBICION DE LA SINTESXS DE 
PROTEI NRS 
CONTRACCION MUSCULAR 
4 GT POLARIZACION 
TRANSPDRTE Df PRECURSORES 
PERMEABILIDAD AL AGUA 
Laa ~on~sntraciones intrecelulmes de AMP efc l ieo  son 
==roan** 1 M, aupmniendo una diatr ibuc idn  unifnrrne del nu- 
c l e6 t ido  an el medin acuasa da la e6lula.  

2- Es decir que en preaencip de Mg ATP , eumenta el grE 
do de dfsociacf6n entre el AP1P cfclico y la proteina quinase. Le 
constante de dieoc i s c idn  para a1 oompleju ( A H P c ) ~ - R ~  es de 6 x 
2- 10-' M en aueencia de Hg RTP ; mientraa que en presencis de une 
1 
-7 dncremente a 2 x ID M, vqlnr cercano a1 de l o s  nivelee alcen- 
zadoe intracelularrnente pcr sl n u c l ~ h t i d o  cfcl ico luego de l a  
estimulaci6n hormonal. 
Otro factor que provocn un aumento de la constante de 
dfsociaci6n d e l  AMP ciclien Eon la protelns quinesm es el nGme- 
ro de mal6culae de enzirna (PHI pox chlula .  
2- Por ejempln, sn preseneia de Mu ATP y caaeina, c u a ~  
do 1s protelne quineee se enouantra une concentrecibn de 10*' H, 
la constante de diaaciacidn para el AMP csclfoo es de 2 x M; 
en cambin, cuendo is concentracibn de enzirna se eleva a 2 x low7 M, 
le eun~tante de disoeiacibn se increments H 1 , s  x 10-= M. Eete 
mecanism0 podrfe operer i n  v i v a  ya que l a  concentraci6n de pro- 
tefna quinasa en la eelula es d e l  orden de 2 a 3 x lom7 M, cesi 
identic8 a la de su activedor. 
Por kltirno, exiate una prntefna termo~stable que ea 
capaz de auprimir toda act iv idad de pratehe quinass a nive las  
de nucle6t ido  cfcl ico inferiores a 3 x M (13, 47). 
Coma se ue, tanto el sustretn de la8 protefna quina -
sea, como la concentracibn de la enxima y l a  rxlatsncie de un 
rector termoeateble rnadulan las relaclones entre el AMP cfc l ico  
y l a s  aubunidadea re~uletories de manera de esegursr une aarre -
laci6n entre el rango dentro d e l  cual varfen los niveles fntra -
calulares d e l  AMP cfclico y la aeneibilidad de laa proteins 
qulnasas. 
El papel del AClP cjclico en la f i ~ i o l o g f a  del testfcu -
lo ea de sum8 Impnrtancin ya que dicho nuclebtldo clcl ieo eat6 
relaclanado con l o 8  do8 procesoe fundamentales qul ocurren an 
sata g l h d u l a :  la secreci6n de hormnnaa sexuslea nasculinas Cafi 
drbgenne)y 1s prnduccf6n de espermetoroidea, Oesdr hace muchos 
nflos ee sahe que Is reguleei6n de eatos doa proeesotg ea Llevade 
a cabo par Iss harrnonsa gnnedatrbficas hfpofioariss: la FSH y 
la LH, esta filtima relecionada satrueturalmente con l a  hCG (gu- 
nadntrofina coribnfca humana). 
En l a  fiqura 7 puede obsarvarss el eequema de un 
corte hia tn l6g i ca  de teetfculo con l a  ubicaci6n d l  Loa distfn- 
t oa t ipoa c e l u l n ~ e a  .
Le biosfntesie de loa esteraides sndrag~nicoa =st6 
localizeda en laa c6lulas interaticieles de Leydiq, mlentras gue 
l a  sap~rrnatoginesfe oclirre en el e p i t ~ l i a  germinal de l ~ s  tbb: 
10s eeminfferos. 
Lo8 trabajos piunsroa d e l  grupa de Mancini sobre la 
diatrf  bucibn celular de l a8  gunadotrofinsa dentrn del test  f culo  
por dtodoa inmunohfstoqu~mfcus maatreran que la fSH estaba con- 
Pinads a 18s c6lulss tubulares de Sertoli, y la LH eetaba loca -
llnada en la8 cilulas de Leydig  y psrltuhulares (87). 
Fiqura 7:- Corte h i s t a l b g f c c  de t~sticulo humano X 170 tornado de 
Bloom, W. y Fawcett, D.W. (1966) "A Textbook af  Histologyw 
W.0.Saundere Company, Philsdelphis. 
A partir de eata  ohservacf6n numerasos $ r a h a I q ~  han d~rnastrsda ' 
l a  existencia de reeeptoxes para LH y hCG en la membrana plaa- 
mstfca de l e s  celulas de Leydig y pare FSH en las c6lulas de Ser 
- 
tuli. Las receptores para LH/hCG hart sido estudiadna y caracte 
- 
rizados exhauativam~nte por Catt ,  Dufsu y colaboradares ( 8 8 ) .  
En general la intersccihn gon~dntrafina-rec~ptor Be esracteri- 
za por una alta constente de asocfacibn ( 7 prnol/gl. Dufeu e t  
-
a 1  1 89) saluhflizarun loa  receptores pare LH de fracciunee pas 
-
ticuladaa de testfcula usando detergentes na ibnicna. En eatas 
condlciones los recep t ores se comportan como mol6culae asim8trL 
0 
cas can un radio de Stokes de 64  A ,  un coef-iciente de sedfmenta 
- 
ci6n de 6 , 5  S y un peso molecular de 200.U00 Dalton. E l  cample- 
j o  hormnna-receptor p m  su parte tfene un caeficiente de sedi- 
mentacibn de 7,5 S. Par o t r ~  lado e5 impartante deetecar que 
estoa receptores sn lub i l i zados  pierden su ectividad dsspu6s del 
tratarnienta can tr ipaina ,  ID que fndica au natureleza proteica. 
Adern68 se ha c~nseguido recientemente un a l t o  grado de purifica 
cibn de 108 mismne por cramatografle de affnidad usmdn agsrosa 
acoplada a hCG. E l  rnisrn~ grupo estudib l a  relacidn exietente 
entre l a  ocupacibn de 10s receptores por la hCG y la activacibn 
de la esteroideag6neais en la8 c6lulas de L e y d i g .  Par un lado 
se estebleeib que la8 eoncentrecionee de hCG neceaarfas para aa -
turar a BUE receptores especfffc~a son muy auperiores a lee n~ 
cessrias para elcanzar l a  m6xf ma produccLbn de esteroides . Par 
~ t r a  parte ae descubri6 que LH 0 hCG estimulsn 1 a praduccihn de 
AMP cfclfco en la8 c&lulaa de l eyd ig190 ,  91). Estos data8 iz 
mediatamante hicieron suponer un control de Is esteroideog&neais, 
modisdo par AMP cfclico, donde, al igual que ocurxa con ntrea 
hnrmonas po l ipept ld i cas ,  la LH/hCG se unirfe su recaptor es- 
peeIflco y activarfa a la s d e n i l i l  ~ i c l a s a ,  aurnentsndo l o8  n f v ~  
lee intracelulares de AMP cielica. La adfci6n de AMP cicllca n 
de su derivado dibutirilado el mdfo de incubecibn de las cglu- 
la8 in t erst i c ia l e s  es t irnula la produccibn de andrbgenos ( 90, 92 1. 
Podeat6 - e t  a1 (93, 9 4 )  caracteritaron a la proteina quinesa depen -
diente de AMP csclica presente en las c6lulas  de Leydig; este el! 
r ime present8 dos Pormas rnoleculares con constantes de sedfmnta- 
ci6n de 6,s S y 3 , 8  S, Durante la incubacf6n de cblulee intersti- 
ciales con hormonas gnnadatrbQieae, 19 act iv ldad de protefna guf - 
nasa total s~ estimula en una Qorma proporcinnsl a l a  concentra- 
cibn de hormana, llevando a Ia  fomacibn de una 6nfca subunidad 
catalitiea de 2,9 5. ts c~nversibn de  l a s  doe holoenrimas en l a  
subun9dad catalitfce acurre e cancentraeiones fisiolbglcas de go- 
n s d a t r n f n a  H). 
Por ntro lado es importante destacar que no se con3 -
ee con exactitud cub1 ss el ~ustratn'nsturbl de l a  proteina qui -
nese de 18s c6lulaa de Leydig, nf  qu& etspa de l a  blcslntesis 
dq ~ndrbgenns es suceptible de mar requlads pox fosforileeionea 
# 
y desfoslarilacinnea. NO obstante, una aproximscibn interesan- 
t e  a1 probleme fue deserrollnda por Ciqorrnga e t  a1 ( 95) .  El 
tratamlenta de c&lulas  intersticiales con altea dosls de hCG 
produce una perdida de laa recoptores acceeibles a la hormons y 
una c~nsecuonte desaparicibn de la.re~pussts a l a  hormons, tan -
t o  en lo referente a l a  producci6n de W P  efel lcn como an la 
esternideog6neais 196'). Este conocido fenbrneno lleva el nombre 
de deaeneibllizacibn o tsquifilaxia y ha aidn descripto en lus 
sisternee de receptores da i n s u l i n a ,  somatatrofina, LH, TRH y ca -
teenlaminme. to8  estudfos realizados por Cigorraga e t  a1 demos -
traron que inhibidores selectfvas de l a  sfnt~mis de esteraides 
pormiten un anblfsia cuantitativa de 10s precureores durante l a  
estlrnulacibn hormonal i n  vitro de las c&lules da Leydig, y corn -
prabaron que la mayor alterecibn de la v i a  esteroideag6nice en 
l a s  cLlulas deseneibilixsdae astd lacalizmda a nfvel de la des- 
-
molesa, l a  enzima responaable de l a  convarsi6n de 174-h idrox i  - 
progesterone a andrhgenna. Seguramante los  prdxirnos pasas en la 
inveatigscibn d e l  papel d e l  AMP cfclico en laa cklulas intera- 
tieides eater6n dir igfdos  a establecer alguna correleci6n entre 
pratefna qufnasa. 
Los andr6genoa praducidos an laa c f i l u l a ~  intersticig 
lcs pasan a Is circuleci6n para ejercer su erect0 pr~mntar d e l  
erecfrntanto y mantenimienta de  la^ tej idns genftales y acceso- 
rloa,  controlando fundarnentalmente l a  eepermatog&naais, y ,  en 
d e f l n i  tf va , permi tienda la perpetuaeibn de l a  ~ s p ~ c i e ,  E l  meca -
niamo de accibn de laa hormonas esternidaes en general y de lna  
andrdgenae en particuler constituye un veeto capftulo  de la Ec 
docrinologia Molecular, que no sere tratsdo en detalle e q d ,  
S61u 8e enunciarhn loa peens principalea del modo d~ acci6n de 
Is testosternns ( 97 ) : 
1) ~onverei6n de la taetosterona en dihidrotestosterona (DHT). 
2) Unibn de l a  DHT a un receptor cito~blica e s p e c i f i ~ o  de coe- 
f ic iente  de sedimenteci6n 9,5 S. En presencia de salea, di- a 
cho receptor es eepaz de dieoeiarse dando una subunidad de 
3,8 S. 
3) €1 complejo receptor-DHT ea tranaferidu a1 nbcleo celular me 
- 
diante  un rnecanfsmo dependfento de temperatura. N i  el recee 
tn r  libre ni l a  DHT aala puaden penetrar en el nficleo. 
4) La ciproterona, un inh ib idor  c ~ m p e t l t i v o  de l a  accibn andro 
ghfca, actda bloqueando el mbindingH de le OHT a su receptor 
cftasblico eapecifico. 
5) f n el citoplasma existe una protelns que une sndrdgenos (ABP), 
. --- - 
que no se trangloca el ndcleo, y que ademds difiere del re- 
ceptor especifica en que eu eeociacibn a la DHT no ~s hlaquea 
- 
ds pnr la ciproterons. 
nos a l a  fracci6n de ri~unucleoproteinas de la cromatina, 
pero no se descarta la unibn a otraa pratefnaa de la crornati 
- 
7)  La uni6n dal  cnmplajn DHT-receptor a una protefna especffica 
de Za cromatina ea l a  base de la regu1acibn de la ~xpreaidn 
genBtica en la cglula eenaible a testosterona.  Se eatirnula 
-  . - -  - .. I .. -+-- -- 
- - -  - -  . 
la transcripcifin a n i v d  de l a  R N 4  polimeraaa I. 
En cuantc a1 r o l  de la testosterona en la espermata 
-
gEnesis, ae ssba que san neceaarlas altas concentraciones intra 
- 
tssticulares del esteroide para q u ~  ee complete la meiosis, so 
bre todo a nivelea de la profaee I1 y le metafaee I1 y que Is 
c6lula de Sertold es la eneargada de mantener 105 altos nivoles  
de la horm~na praducida par laa c&lulas de Leydig. 
La lacalizacibn prePerencia1 de la FSH an l a  cglula 
de Sertnl i  ( 87 ) es compatible &on la f dea da que estas c&lulas 
pueden aer el eitia de accibn de la hormone hipafiaaria. Means 
y Uaf tu k a i t i a  demostraran en 1972 la exfstencia de Rbindingm 
Mha tarde, Steinberger (1781, u t i l i r a n d o  une cornhi- 
naci6n de tbcnicaa mechnicas, enzim6ticas y de c u l t i v n  de teji 
- 
dos d~mostr6  que ni les cblulas intersticialee n i  lea peritubu -
. , 
leres, n i  les de la l lnee germinal era" capsces de unir FSH 
marcads con 125~, rnientras que los tfibulos serniniferos deapra- 
viatos de c&lulas germinales tenian el mfsmn qrsdo de n b i n d i n ~ l '  
bspeciflca que I ns  tfibuloe seminif eroe enteros. El mismo grupo 
de Stefnberger e s t u d i b  el Rbindfn~w especifico de FSH a c6lulaa 
de Serkoli aisladas y crecidas en c u l t i v o  comprabanda que no era 
necesaria la hormone para fnducir la pr~sencia de receptor~s 
Finalmente Abau-lasa y Reichert  1100, ?at)  caracte- 
rizaron 10s receptares d ~ !  FSH &la8 membranas nbtenidas de tGh1 
lns seminlferos de reta y de ternero y estudiaron sus propieda -
des a1 solubilizarlos con detergentss. 
T a l  como ncurre en oiraa aistemas horrnon~les, el se - 
gundo mensajero da la FSH en las  cblulaa de Serto l i  es el AMP 
ciclicn. Numerosns grupos h s n  descripto las propiedades de una 
adenilil cic laea asmciada a membranes de lns t6bulns  serninffe- 
r n s  estimulable pus FSH (102, 'l031. ~dernhs Oarrington - et a1 mos -
traron un aumento en 10s nivales end6genos de AMP cfclica en 
t t b u l n s  aislados fncuhados con FSH (104) .  El papel del sistema 
FSH-AMP cfclicu parece estsr dirigido hacia un a u m e n t ~  en la 
sfnteafa de protefnas (qO5) y en especial d e l  ABP. El ABP es una 
-. 
pr~tefns  eresente exclusivernente en el testfcula y el epidsdimo. 
Hey evidancias abundantes que i n d i c e n  que el AEP es aintetizado 
en l a 8  c&lulas de Sertoli bmja el control hormonal de le FSH: 
1) El ABP desapareee d e l  tastfeulo y d e l  epidfdimo despube de 
I n  hipofiaectornfa y reaparece despuba d e l  trgtamiento can f S H  
de uns manera dependiente de la dosis. 
2) El ABP testlcular aurnenta una hora despu6s de la edmin i shrs  
e 
-- 
c16n da FSH D 8-bromo-RWP &~lido e rataa irredisdee prena- 
talmente can rayos* X ,  cuyas testfculns esthn enriquecidos en 
c#lulas de Sertal i  pnr anulacidn de la l i n e 8  germinal. 
3) La FSH estimula la produccibn de ABP fn u i t r o  en cult ivos  de 
c&lulas a de 6rgano. 
4) Adem68 de la FSH, La testosterona induce la sfntesis de ABP 
madiante un macanismo diferente que no involucre a1 AMP cf: 
clico. En tal s e n t i do  l a  FSH y testosterona actuarian s inex  -
gica, pero independientemente (106)- 
La funcibn atribuida a1 A8P es l a  de aumentar la ac2 
mulacldn da andrbgenoa en l a  cglula do Sertali y,  una ue2 secrE 
tedo a1 f l u f d o  tubular,  transportar loe endrbgenns bscia el e p i  -
dfdimo. PUT l a  tanto,  con la syuda d e l  ABP, a1 testlculo compar - 
te con su 6rgana anexo, el apidfdimo,la ebundanta cnncentracidn 
de andrbgenns necesaris para la maduracibn d e l  espermetozofde 
(ia6). 
En el diagrame de l a  fiqura 0 se resumen loa cono- 
cimientos aatualee sobre la regulacibn hormonal rnediada por AMP 
V. LA ADENILfL CICLASA DE TUBULOS SEMINIFEROS. 
. 
Algunas evidancias experimentales indicarian la exis- 
tencia da dietintoe sisternaa da a d e n i l i l  ciclaas en las diferen- 
tes  tipos celulares exiatentes en el testicula. En primer lugar, 
se ha detectado la presencie de una adenil5l  cfclasa sensible a 
Is harmnna l u t e i n i z a n t ~  (LH) en 18s cblulss intereticfales de 
Leydfg (1071, y una ciclesa estimulshle par FSH, presente en las 
c61ulsa de S e r t o l l  (108). Ambas a c t i v i d a d ~ s  enzim6ticae ee encon- 
traron ssaciadas s fraccfones de rn~rnbranas y pueden funcionar t a n  
t o  con M ~ + +  oomn cnn ~ n * *  sdemhs de ser est imulables  par F-. Un 
eetudio reciente de Abnu-Issa y Reichert (?a91 mostrb que la ac- 
t i v i d a d  de ciclaaa de membrerra sensible e FSH en teaticubo de ra- 
t a ,  ss reg;lable por laa nucledtidos de guanosina. Loa autores cog 
probaran que el EMP-P(MH)P ea capaz de estimular su ect iv fdad ba- 
sal y que t m t o  el GTP cnmo el GMP-P(NH)P aumentan s ignif icat iva-  
mente el grado deestirnulacfbn pax FSH. ~dernhs demnstrarnn que el 
GMP-P(NH)P i n h i b e  l a  uni6n de la ~ ' ~ ~ 1 1  -FSH a les preparaciones 
de membranae. Estna hedhas se correlaclonan perfectamente con 10s 
estudios de Rodbell  e t  el (551 sobre loa efectas de 10s nuclebti- 
doe en el nbindfng" d e l  glucagbn y la activacidn da la a d s n i l i l  
ciclsse en membranas de higado. 
Loa caracteres da las ciclaeae hasta squi descriptas concuerdan 
con las de l a s  adenilil ciclaeas de tudas lee cblulas de  mamffe- 
roe estudiadas, en cuanto a su loca l irac ibn celular, regulacibn 
hormonal, requerimi~ntas de catianes divalentes y eatfmulacibn 
por F-. S i n  embargo, en 1975, Braun y Dods ( 4 )  puhliceron el pri 
mer t rabajo en que se describe a una pdenil cfclasa de teaticulo 
de rata que presenta rasgas diferenciales: 
1) - 5e encuentra localizada en la fracci6n citos6lfca; 
2) - Es inactiva en presencia de ~~+'corna G n i c ~  catibn divalente; 
3) - Raquiere ~n+' para su actividad; 
++ 4 )  - Es estimulada por el ~ a ' +  en presencia de Mn (110); 
5) - El CO++ no puede substituir a1 ~ n + +  (111); 
6 )  - No es estimulable por F-; y ,  
7) - Las gnnadatrafinas (FSH y LH) no modif ican su acttuidad. 
En cuanto a la localizaci6n, Brsun y Ooda campr~baron 
que el 89 % de l a  act iv idad enzim6tica eg xecuperaba en el c i t o s o l ,  
luego de una ulfracentrifugaci6n de hamogeneirados de t e s t i c u l o  
a lU5.000 x g d u ~ a n t e  60'. Pruebaa adicionales de 1s lncalizaci6n 
eftosblica Pueron: 
a) - la parmanencia de la a c t i v i d a d  en el sobrenadante de una cen- 
tr i fugacidn a 300.000 x g durante 5 hs; 
h) - la recuperecibn total de la a c t i v i d a d  en el filtradn, luega 
del pasaje de  un sobrenadante de al te  velocidad a trav6~ de 
membrenas de Lsteres de  celulasa (millipore) can un tamano de  
porn de U,22 ~ l m ;  y 
C) - ausencia de fragrnentos memhrenasas a de veafculas a 1  ahserwar 
preparaciones de dicho f i l t r a d n  a1 microscnpio electrbnicn. 
En un trabajo p ~ s t ~ r i o r  a1 de Braun y Dods, Neer (111) 
analiz6 la hipktesis de que la so luh i l idad  de la ciclesa de tee- 
t icula  fuera consecu~ncia de la p r o t ~ b l i s i s  de una forma enzimh- 
t ica  unlda a memhranaa, ~ c u r r f d a  durante la preparacidn de 10s 
extractoa. Para ella incub6 hnmogenatos de testiculo a 2 5 0 ~  du- 
rmnta una hora, 81 cabo de lo cual obtuvo un sabrenadante de a l t a  
valncidad y camparb su act iv idad con la de un sobrenadante contrnl, 
de un homogenato na incubado. La autora no detect6 increment0 al- 
guno en la fraccibn eoluble dal tretado reapectn del  contrnl. Pnr 
otra parte, tampocn detect6 variacibn en la d i s t r f b u c i 6 n  de la 
act iv idad de ciclasa en el sobrenadante y en el material sedirnen- 
tadn cuando afiadi6 diferentes inhib idores  de proteasas a le soh- 
cibn d e  homugenizacibn. Esto dernestraria la ausencia de un prace- 
ao prnlealitico liberador de la ciclasa al cftaplasrna. 
Experim~ntos reelizad~a con tbbulns  seminfferos aiala- 
das par micradisecci6n y con una preparacibn altamenta enrfqu~cfda 
En chlulas de Leydig dern~straran que el 91 % de l a  adenflil cicls 
sa so luble  SE encuentra lncalizada en l o s  thbulm, mientras que 
el AD % reetente 6e ubica en la5 c6lulas intersticiales (4) ;  6ste 
filtirna porcentaje cafncide con el de cnntaminacf6n de la fraccibn 
de c6lulas  intarsticiales con c6lulas p r o v ~ n i e n t e s  de ln8 ttbul08 
seminiferas. Par ot ra  parte, Braun e t  a1 (-I101 nn detectaron a c t i  
- - 
vidad de adenilil ciclasa so lub le  en preparaciones de testiculas 
de xatae cuyas madrea hahfan sidn irradfadae en el 19s dfa d e  ges 
C 
taclbn. La ap l i c sc ibn  prenatal  de rayus X anula  pox completa la 
linea germinal y Ian ratao preaentnn tfibulos a ~ m l n i f e r n e  enrlquE 
c idos  en cdlulee de Sertoli. 
Estae resultadne indicarian que la ciclasa citnsfiliea qst6 l o ~ a -  
l i z sda  en lae c~lulas de l a  progenia eaperrnbti~a. 
Eraun y Dada estudiaron tambign la mwntogenism de la adenllil ci- 
clasa dependiente da ~ n + *  en l a  rata. Como se we en l a  fiqura 13 
tomada d e l  trabajo original (41,  la a c t i v i d a d  na ea detectable  
en ratas de 14 dias, eded an que el epltelio tubular est6 com- 
edad cn dl'as 
Fiqura 13:- ~ p a r i c i b n  de la a~tividad de adenilil ciclase on tes -  
ticulo ds rata. ts ectfvidad entim6tica rue detexmi- 
nada en el cftosol aislada de hom~ganeizedos cte tea-  
ticulos. Se rnuestran tambibn 10s eatadios del dasarra 
l l o  morfalbgicn en l o s  thbuloa aeminiferos. Tornado dE 
Braun y Doda. (4) 
pueato principelmente par  c6lulas de Sertolf , ~aparmat~gonios y 
I '  
eapermatocftos primaries. La actividad comienza q detectarse en 
rate8 de 22 a 26 d i a 8 ,  cuando ernpiezan a sparecer la% esperrnitti- 
das, y el incremento rkpido BE de entre loe 26 y 35 d i m ,  cnnca- 
mitantemente con le aparicihn de un nbmero considerable de ssper- 
rnktides; akanzando un lFpl.ateauw m6xfma an la8 ratas adultas,  
sexualmente maduras. Resulta interesante recalcar la estricta 
correlacihn existente entre los  nivelee de  l a  adeni l i l  ciclasa 
soluble de tfibulas seminiferos y el grado de maduracibn de la pro  -
genie eapermetica. 
La Puncisn de la adenilil ciclase de espermatuzaides 
f ue estudiada indf rectamente observanda los ef  octns de 10s i n h i -  
bidores de fnsfadlesterasa. La cefeina aumenta lea niveles meta- 
b6licos y de movilidad en esperma apididimal de toro y en esper- 
ma eyaculado de torn, cerdn, carnera y humbre (1q2). Estos cambina 
son sirnilares a 10s q u ~  acurrm Coma canaecuencia de fa capaci- 
taci6n de lna eapermat~zoidea.  La capacitacihn 123 el prnceaa pox 
el c u d  10s espermatozaides rneduras de l n s  mamiferns son m o d i f i -  
cadas por la hembra para permftir la fertilirecibn d e l  6vuln.,En, 
1973, Marton y Albagl i  (713) demnstraron q u ~  l a  a d e n i l i l  ciclasa 
de espermatoraides de hamster capacitados por  incubacibn en sue- 
rO humand presentaban una a c t f v i d s d  rnuchu mayor que la de lms 12s- 
permatazoides nu capa~itados. 
LOB trabaj~s de Braun (114, 115) dernostraran que l a  ci 
- 
class d e l  esperrna de epldf  d i m  de rata era dependiente de ~ n + + ,  
ineensible e F-, no estimulable por FSH y LH y eataba aancf ada 
la membrana celuler. Exceptuando la locelizacibn, tndas l a s  
caracteristicaa anterinres son conpartidas la ciclasa soluble 
de t&buloe seminfferos. 
Herman e t  a 1  (172) realizaron un es tud io  minucioeo 
sohra la localixaciBn de la adenilil ciclasa de esperma eyacu- 
lado de torn. Encontrsrnn qua la fraccibn de membranes pleernhtA 
css puras poeee la mayor act iv idad especiffca, que el 70 % de l a  
act iv idad total  sedfrnenta e alta velccidad y que aprox1mmdamente 
un 30 % de 1s actividad permsnece en forms soluble, abn deapuis 
de recentrifuqado a 200.000 x g duranta 2 hs. Es ass que, lee c= 
racteristicaa d e l  30 % de la ciclasa de espermatozuidea resulten 
idhtfcas a laa de l a  enzime de tfibuloe semin%feros deacriptos 
por Eraun y Dads. 
Estns hechns podrian augerir que se trata de la mime 
enzlma, que durante e l  desarrollo de la lfnea espermatogbnica, 
se aneuentra en el citoplasma, en f arma l ibre o dbb5lrnente unida 
a membranes y que en e l  eapgrms madurn, tanto e l  eyeculado comn 
e l  del epididima, ae encontraria en su meyor parte (70 %I ffrme- 
mentr esociada a estructur~membranosea. 
Si bian no se conocen l o a  pa so^ de aate eventusl pro- 
ceso, la incorparacfbn a mebranas de la e d e n f l i l  ciclasa depen- 
diante de ~ n + +  podria ocurrir durente la rnsduracibn de las eaper 
- 
m b t i h s  en el t e s t l c u l u  o duranta el transparte del sapexma a 
travbs del epidf d i m .  
UI. LBS HORMONAS TIROIDEAS. 
Uf .  1 Estructura quimica y efectos biolBq1cos. 
E l  primer compuestn de  eecibn hormonal contenienda iodo 
fue aislado par Edward Handall en 1914 y fue llemadn tirnxina. 
Hendsll pensaba que este cornpuesto de 1s g16ndule tirnides era 
un 0x0-indol, y pnr eso fue ariginalmente llamado tiroxindol,' 
luega acortado a tiroxin . La subsiguiente determinacibn por Ha- 
rrington y Barger (716) de la estructura carrecta y de le neture- 
leza eminoacidica ds la hnrmona provoc6 l a  adicibn de la Ifgn ter- 
minal a 1  nnrnhre, dado que el au r i j o  "inan - se usa para nombrar a 
una emf na. 
Le otra hormona tiroidee, la 3, 5, 31 -trfindn-L-tiro - 
nina (triiodatironine o T3) Pue descubierta an 1952 simult6neanen -
t e  pox Roche, L i s s i t z k y  y Michel (117) y por Gross y Pitt-Riuers 
( i la) .  
La estructura de l a s  hormonas tiroideas (fiqura 9) eat& 
caracterlzada por la presencia de una funcfbn difenPleter, En pn- 
aicicrnes para respectu d e l  nxigeno de la funcibn gter ee ancuentra 
una funcibn fenal  sobre unn de la9 cic los  bencknicos y una cedena 
alenfl sobre el atro. 
Estudias  de la estructura tridimensional de estas hor- 
mnas demnstraran que la conformacibn de minima energia ss aquel lu 
en quo Ins anfllaa aromhticos satdn en planaa perpsndicularea, 
psrtic$pando la unibn eter en un hngulo de 1200 (figura 10). 
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Fiqure 10:- O r i ~ n t a c i b n  eapacial de laa anillas arnm6llcas en l a  
rnol&cula de tiroxina. 
f ~ l f e u l a r e a  de la glandula tiroidas. Esta glhndula ae encuentra 
en todos Ins uertebradns. Desde sl puntn de v i s t a  svo lu t iuo ,  l a  
tiroidoa proviene de c l e r t a s  c6lulaa eapecializadas d e l  traetn 
dlgest ivu de 10s cardadas primitives (Urgcordados y C&Palocords- 
dual. En e a t n ~  animales una aetructura tubular del pisn de la fa -
ringe, llemada endostilo, contiene cblulae capaees de concentrar 
el iado y de incorporsrla en una fodoproteina que es segregada 
al  t t b o  dfgestiuo e hidrolizada danda lugar a la formecidn de h o ~  
monas tiraideas. 
Las hormonae tiraideas liberadas a1 torrenta  sanguine^ 
son vehiculizadas deade 18 tfroides hasta l o 8  tejidos en esocis- 
c56n reuereible eon proteinas plasm6ticas. 
En el hombrs, el 75 % de la Tq esth esociado a une gli 
cnproteina especif lca llamsda o(-qlobulina liqsdnra de tfroxtna 
(THE) de 36.000 Dalton de peso molecular, el 15 % a una protefna 
que mfgra ~lectrofor~tic~mante delante de la albtmlna, llamada pre- 
albfimina ( P A )  de 57.000 Dalton de pesu molecular, y el rest0 uni- 
do s la albbmina drica  cuyo PH = 66.000 Dalton. 
En la tabla 5 figuran la5 concentracianea de In8 dis- 
tintes hnrmnnas tiroideaa en el suero humano normal y de i n d i v f -  
dune hfper e hipotiroideas (147). 
Las hormnaa tnriodeas circulantes pueden sufrir modl- 
Picaclones metabdlfcaa perif6ricae dendo nrigen a compuestos fada- 
dos de importen~ia biolbgioa. Por deslodacibn de Th y T3 8e l lege 
a l a  formaclbn de otraa tiraninas iodades: la 3 ,  3 ' ,  5'-triiodotf- 
ronina (3, 3', 5 '  - T3 o T3 inversa o rT31 y l a  3 ,  3'~diiodctiro- 
nine ( 3 ,  3'-T2). Una perte de les hormonas tiroidaea o de sus de- 
rivadoa de desiodacibn ~ u f r e  deaaminacibn nxidativq para dar d m  
TETRAC). For descarboxilaci6n tadoe estos cor~pueatos pueden dar lea 
correspond% entee tiroeminas . 
TWLR 5: Concentracibn eirica d~ hormonaa t i r n l d e e s  an l n d i v i -  
duns normeles, hfpo e hipertiraidens. 
COMPUE ST0 NORMAL CONCENTRBCIOR (MI HIPoTIRoIoEo 
HI PERTIROIDEU 
T4 total 0,s - ?,a. t ~ - "  1,9. ?o--' 
I3  total  
OIT 
En l a  fiqura 1 7  se encuentran las Pbrmulas de los corn 
- 
puce to8 derivadae que tienen importencf a hiolbgf era. 
LOB eatudios da Schwartr et a1 (119) darmetreron que 
-
en ml hombre y en 1s rat., de un 30 a un 45 % de 1s Tq to ta l  es 
degradeda a T3 en lo8 tejidos perifbricas. 
COOH 
1 
COOH 
I 
AC. ~,S,~',~'-TETRA- 3,5-DIIODO-3'-ISOFRO- 
I O D O T I R O A ~ C O  PIL TIRONINA 
COOH COOH 
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Figura 11:- Estructurs de a l g m o s  
carnpuestos derivadas o 
anblogns de lea hormo- 
naa tfrnideas. 
Adernhs, un 63 % de le T3 t ~ t a l  t i m e  su origen en 1s monodesio- 
dacibn de Tq, mientras que el 37 % reatante proviane de la se- 
crecidn tirnidea. La elevada converai6n de Tq en T3 a n i v e l  ex- 
tratirnidao y sl hecho de que en la mmyorfa de lo8 efectas hfnli 
gicos, le T3 es alrededor de 3 vaces m6e ectiva que la T4 han ll= 
usdo a penaer que la T j  podria sex la verdadera horrnona tiroidea, 
en tanto que l a  Tq s61o jugaria el rnl de une pro-horrnona. 
EPectos praducidos pox las hormonas tiroideas (120). 
Laa mdltiples accinnes biol6gicae de lea hormonse ti- 
rnfdeas pu~den eer clasificadas en 2 ceteg~rias: squellas que - con-
trolan el desarrollo y equellas que eseqwlan la regulacibn de l a  
aetiufdad metab6lica durante y despugs d e l  deaarrollo. 
En el primer grupo se encuentran: 
'1) - Aeeleracibn de la metsmorf~ns.ls l s r v a l  en enfihios: LEI expc- 
s i c i d n  de renacuajos a las hormonas tiroideaa mimetira l n e  
evantos que acornpenan a l a  metamnrfosis espontbnea: reebsor- 
ci6n de la cala, crecfmiento de extrernldades, alteraciones 
en la hiosintesis de hernoglobine, accrtamiento dal tract0 
gastrof ntest inal ,  y conversibn d e l  amanlotelismo a 1  urotelf - s
2) - Control d e l  desarrollo del sistema nervfoaa en m8rn~feros:- Las 
hormonas tirnidese regulan la velocidad de crecimfenta de l a  
corteza cerebral, Is ramif icacibn sxnnal y dendritica, como as; 
tarnbihn l a  rniel inizacibn. La evidencia hioquimica de une accibn 
da l a s  harmanas t iroideas  en la madurscibn de laa terminales 
nerviosas estaria dade pnr Is dieminucibn aelectiva en laa 
rstas tiraprivaa de das enzimaa mitoeondrialee sinaptosbmicas: 
la auccinico deshidrogenaea (Succinate : N A D ~  oxidoreduct ase , 
E.C. 1.3.7.6.) y la glutamato carboxilaas (1-glutamate l -csr- 
boxylyase E.C- 4.1.1.15). 
Por otra parte, es bien conacido en humanos el e f w t o  retar- 
datorio de todes las funciones intelectuales (cretinlsmo) 
ceusado par e l  hfpot iroidismo precoz. 
En e l  segundo grupn se encuentran: 
3 )  - Aumento de la ecumulaci&n de amino6cidos neutros: La T3 y 18 
Tq aumenta la acumulacibn de aminoboidos neutros en huevo em 
brimaria de pa l lo  y en linfocitos timlcos. Tanto el MIT como 
el D I T  aon ineficaces en tal sentido, En rsal idad,e l  efeeta 
consiste en un raterdo d e l  eflujo de emincbcidos de l a  chlu I 
la (121, 122). 
4) - Rumento del consumo de U2y  l a  producclbn de calor: La T3 y 
la Tb provocan un beremento en el cnnsuna de O2 en higedo y 
en mfisculo de rata, acompaflad~ par un aurnentn en el bf intra -
+ + 
celular y une disminuci6n en la relacidn Ma /H . Este efectn 
ea debido a que lae  harmonas tiroideaa son capacea de estfmfi 
lar la ~ c t i v i d a d  de la ATPaee dependiente de ~ a +  y H+ (AT? 
phoaphohydrolaae, E.C. 3.6.1.3) (123). 
5) - Aumentn en la s i n t e a i s  de proteinas: La8 hormonee tirofdeas 
incrementan la s fntes i s  de nova de numernsas enzimas. Entre 
ellas ae encuantra la qlicerol fosfata deshidroqenesa de 
t' I l l  
m i t  ocondrias ( sn-Glycerol-3-phosph~te : NAD+ oxidoreductase 
E.C. 1.1.1.8) que interviene en a1 cicln de entrada a la mi -
taenndria del poder reductor (NADH) generado en la glucblisfs, 
la is~citrat~ deehidrogenaaa dependiente de NAD' [threo-D~- 
Isocitrate : NAD' oxidoreductaee (decarbuxf l a t i n g )  , E. C, 1 . 7 .  
1.41 ] que part ic ips  en la v i a  cetabblica d e l  ciclo de Hrebs 
y la qlucosa 6 P deshidrogenasa (0-Elucnse-6-phosphate : NADP+ 
I-oxidoreductase, E.G. 1.1.1.49) y le 6 P qlucaneto deahidro- 
genasa (6-Phospho-D-gluconate : NRDP+ 2-oxidoreductase , E. C. 
1.1.1.43) que intervienen en el clclc de las  pentasas. 
6) - Potenciacihn de l  efecto de  otras hormones: En la rata,  la 
potencia lipnlitica de la adrenalina aumanta tres veces en 
presencia de las hormones tiroideas. Ademhs, T3 y T4 alteran 
Aparentemente Este efecta ocurrirfs a n f v e l  de la secrecibn 
d~ l a s  ganadatrofinas por l a  h i p 6 f i e i . s  ya que laa velacidades  
de depurscibn de estas hormonas de l a  sangre no se ven afec- 
tadas por el estado t iro ideo.  
VI. 2 Meeanismo de accibn de l a g  hnrmnnas tiroideas a n i v e l  molecu- 
lar. 
-
Las bases moleeulares d e l  mecanisrno de acci6n de las  
harmonas t i r n i d e a s  eon hasta hny prhcticamente desconocidas. Tal  
s i tu ac ibn  no estg originad8 en l a  falta de datos experimentales, 
ainc pnr el contrario, p ~ r  la gran d f v e r s i d s d  de 10s efectns meta- 
bblicos dsscriptoe. Con el finico Fin de ordanar 10s detos dispo- 
niblea se d i v i d i r a  a los mecanPamaa de eecibn en aquellos que no 
involucren a1 AMP ciclicn y aquellos mrdiados por el nuclebtido 
cicl ica.  Estudios realizadoe en l o 8  filtimos d i ~ z  aAaa demostra- 
Ton la preaenefa de e i t ios  de unibn (Hbindingw) ~specLf icoa para 
L-T D L-T4 en numeroses Craccfonea subcelularee : ndcleos ( 124,126), 3 
mitocondries (124, 127, 1281, membrsnas plasmbticas (129) y citn- 
sol (130, 131). 
En 1972, el grupo Oppenheirner (125)  demnatrb le exis- 
tencia en nbcleas de hfgado y de rifibn de sitfos receptores de alea 
a f in id ad  y capacidad lirnltada pare le T 3 .  
En 1974 Oppenheirner, Schwartz y Surks (136) estudiarnv 
I '  
l a s  diferencias en 1s concentracibn de receptores nucleerea para 
T3 en dlferentee t e j i d n s  de la rata; l a  m6xipa capeclded de "bindingw 
se encontrb en 10s nbcleos de l a  h i p b f i s i s  anterior, rifibn, hlgado 
y coraz6n; mientrae qua cerebro, bazo y testscula presentaron b a j a  
coneentrsci6n de receptores, un hecho aparentementa concordante con 
l a  baja respuesta d e  eatas dltimos t eJ idos  a las horrnonas tiroideas, 
T3/rng DNA y l a  constante de asnciacidn K8=4,6. 10" l/mol de T3. 
' Loa receptorea nucleerrea est6n ssocfedrrs a la cromn- 
tSna y pwd~n ser s~ luh i l l zados  con NaCl 0,4  M o con soluciones 
liqeramente alcalinas, 10 oual implica qua son nuoleapratefnas no 
se encuentra g n t ~ e  60.000 y 70.000 Dalton (137). 
, f i  
De Groot y Torresani (138)  demostraron la existencia 
de "bindingu de L-T3 a nGcleos de higado aislados. En experimen -
tos  in vitro demnstraron que la uni6n de T3 es rn8xirna.en incuha -
teina c i t o a 6 l i c a .  Las propiedades del receptor nucleer deacrip- 
t o  in v i t r o  son similaraa a las d e l  deser iptn in vfvo.  
Latham e t  a 1  (139) realiraron una pus i f icac ibn parc ia l  
d e l  recaptor nuclear sa lubi l izado de higado, determinando una Hd 
para la L-T3 de 'lam9 M, un redio de Stokes de 3 , 5  nm,  un ~oeficlen - 
t e  dr sedimentaci6n de 3 ,5  S y un PH de 50.500 con una relacibn 
frictional = 1,4. Ademhs demostraron la ausencia de "bindingH es- 
pecif ico de la hnrrnnna t iroidea enzimas nuclearas purif icadas 
camo la DNA polimerasa, l a  daoxinucleotidil transferasa terminal, 
la p o l i  A palimerasa y la RNA pnlimerasa I. 
Un aporte  fundamental el e n t e n d f m i e n t ~  del r a l  del re- 
ceptor nuclear fue l l evada  s caba pnr Mcleud y Baxter en 1976 
(140): utilizanda DNA unido coualentemente a celulnsa Ccnma ma- 
trix inerte) demoatraron que tanto la t r i i o d a t  ironf na marcada 
. -. 
l ibre ,  cnmo la unida a protelnas ine'apecf f icas eran incapaces ;> 
de esaciarse a la DNA-celuloaa; en cambia hsbfa una asnciacihn 
especiPice entre el complejn bz51)-T3 - r ~ c ~ p t n r  nuclear alsla -
do y la DNA-celuXasa. Un afin rnhs tarde, Blake y Oatley (147 1 
portadoras de hormonas tiroideas) presentaba en su superffcie 
doa reglonea cnrnplementarias en tarnafio y forma a 1  DNA doble ca -
dens, to notahle ea que la prealbbmfna, t i e n ~  55.000 Dalton de 
peen molecular y dos sitioz de uni6n para le L-T4, U ~ D  cun un 
-8 Hd= 1. 10 M y otro cnn un Kd= 0,l. lom5 M. En viste de que no 
se cnnace ninguna relacibn PuncionaJ. entre la prealbdmins y el 
DNA, las  autores prcpueieran un arigen comdn para eeta pratefna 
y 1 ~ s  receptores nucleares de hormonas ttroideas, en u i r t u d  a 
su capacidad de unirse  a1 DNA. 
t 
De 10s es tud ias  d e l  receptor nuclear, se puede dedu -
cir  que la8 hnrmanas tiroideas deben penetrar en el nbclen pa- 
ra ajercer 5u accibn, a1 igual que les hormonas asteroides. S i n  
embargo, l a  d i f  erencia fundamental con Bstm filtimas es que no 
necesitan asnciarse a un receptor cftnpl&smico para luegn unfz 
BE a1 DNA, sino que el receptnr es una p r o t e i n a  ys presente en 
la cr~rnatins-  
Aecientemente, Samuel8 e t  a 1  ( 142 )  demnatraron que 
-
la8 hormonas t iroideas en cnncentraciones fislol6qicas podsan 
controlax la velncidad de  crecimfenta y la u t i l i z a c i b n  de glucn -
aa an un cultivo de c6lulas de h l p b f i s i s  de rats, l a  linea tumo -
1 . Este sisterna de  c6lulas sornatotrbficas fue el primer sia- 
tema in v i t r o  qua respondi6 sfgnificativarnente e la accibn da las 
hormonas tiruideas. Mbs tarde el miamo grupo descr ib i6  una corre -
lecibn c u a n t i t a t i v s  m t r e  la ocupaclbn de receptares nuclearea y 
la ~ s t i r n u l a c i b n  de  La efnt~sfs de  hoxrnnna de  crecimientn par ac- 
cidn de l a  L-T3 sobrc les c i l u l a s  en cultivo (143). La widencia  
def in i t iva  provina de 10s trahajns de Sea - e t  a1 (144):  a1 hacer 
nrecar a la l i n e a  celuler de hipbfisis (GH3) en un medio def ic ien 
t e  en harmunaa tiroideas, detectaron una marcsda disminucibn an 
l a  secreclbn de la hormona de crscimfento y en l a  cantided de ANA 
mensnjer~ eapacifico pars dicha hormana proteica. La adic i6n  de 
triindotironina revlrti6 totalmente ambus efectoe en 48 hs. S i n  
embargo, l a  hormcna tlroidea no tuvo ningdn efecto en la sacre- 
cibn d~ prolactins nf en la cantided de RNA rnensajero para prolag 
t lna  en las mismaa c4lulas. Estos dntas sugisrsn que l a s  hormanas 
tiroideas son capaces de lnducir  la actividsd tranacripcinnal de 
manera selsctI~a,~destapando~ ciertas reglones del genama y nu 
otras. 
En cuanto a La presencia do receptoras para hormnnas tiroideas en 
el cftoaol, Spsuldinq y Devia encnntraron en higado de rat8 pro- 
tein~s sn lub le s  capaces de unir  especfficamente t iroxina.  Eatoe 
autores sometieron un eobrenedante de 10D.OOD x g previamente in- 
cubado cnn t i r o d n a  radioactiva, a electro~oresis en gel de p a l i -  
amilamide y detectaron en hambras tres cnmpnnentes que contenf an 
hormona radioactive unide,  y solamente d m  an mnchus. LOB pesns 
moleculares estimados para 10s c~rnponentes prntefcos mencfonadcs 
fuaron da 130.000, 95,ODO y 45.000 Dalton. El componente que no 
aparece en lo8 citasnlea de higado de machos es el de 730.000. Es 
interesante dastaear que bate hltimn camponente puede eer induct- 
do en l a s  rnschoe par adminiatraci6n de estradiol .  
Pastrriormente, en 1975, Defer - e t  a 1  (735) descrlbie- 
ran, mediante una metcd~lagia dfferrnte,  algunaa propiedades de 
lo8 receptores especfficus para L-T3 en citosnl hephtico. Compro -
hsron que el receptor soluble (constante de aedimentaci6n 3,6 S) 
era direrente d e l  nucleer y de la TEG, y que el complejo citosol-  
[ ' 2 5 ~ ]  -T3 BPB i n ~ a p ~ z  de pegarse a1 DNA en las condiciones en que 
lo hace el receptor nuclear. 
Adernha d e l  higado,  otros tejidos presentan receptores 
~ o l u b l e s  para T4 o T3. 
Sterl ing - e t  a1 log detectaxon en rifihn humeno y de ra- 
t a  (1331, y Gee1 (145) en cer~belo de rata. 
Un t i p o  de efecto  no re lac i~n sd n  can 10s anterinres y 
ganeralrrtente no ~omentado en le 115eratura es a1 descripta par 
Wolff y Wolff (146) haca m8s de veinte  efioe. Estns  autores encnc 
traron que la t i r n x i n a  en concentreci~nes cercanas a l a s  f i s f n -  
lbgicas fnhibe sansihlemente la ect iu idad de numerosaa deshidra- 
++ qenasas que contienen Zn , entre ellas, la rnblico, glutfimico, 
lbctica , isocf trico, alcohol y glucasa -6- f asf a t o  deehidrogena- 
sas. ~ d e m h s ,  en el caso de la gluthmfco deshidrogenasa, la tiro- 
xina caussria la dfeaciacibn de la enzirna natfva en dos subunida -
dps de menor tamafio (147). 
Por Cltima, recientemente de Mendozs y Farias (148, 
149) eatudiarnn el papel de T3 y Tb curno m~duladores de les tran -
siciones alosthricas de enzfmas asocisdas e le membrana. La ex- 
poaicibn de ratas pnr dlferentes periodas de t i e m p ~  a bajss tern- 
peraturas (~tac) m u l a  laa caracteristlcas alost6ricss  de la inhi- 
bicibn pnr flunruro de la acetilcolinesterasa aeaciada a rnembrg 
nas ds aritraclto.  
Los sutores detectaron que loa factores responsables 
d e l  fenbrngno de deeens ib i l i zac ibn alosthrica ae encnntraban,~n 
sl plasma de las ratas expueataa a1 frfo, y lo5 ident i fSearon  
VI. 3 Hnrmnnaa tiroideas y AMP ciclico. 
Les evidenciae respeeto d e l  papel  de Ins nucle6tidoa 
cic l icos  como intermediario~ de la acci6n de 18s harmonas tiroi- 
deaa son tan nurnerosaa coma cantradictorias. De exietfr t a l  i n t e  
mediacibn, parecerfa que no es el princ ipal  mecaniarna de accihn 
de diches hormonas ni estarfa uniformemente dis tr ibuido .  
En 1975 Fernandez-Po1 y Hays (150) estudiaron l a s  a l -  
teraciones de 10s niveles dB AMP c ic l i co  y GMPc en d i s t i n t n s  te-  
j i d n s  de p e r m  despubs da una inyeccibn intravenose de triiodo- 
tironina (100-200 ) ~ g / k g  de peso). Luego de un perindo de latencia  
30-45 minutos, el AMP c i c l i co  d e l  plasma ee increment$ en un 165 % 
respacto del cantral, mientras que el GMPc no vari6. 
En higado, la concentracibn de AMP ciclico disminuyb un 54 %, en 
tanta  el GMPc aument6 un 137 $h. Por atrn lado ,  rnientrae en el t e  
- 
j idu  adiposo de lns anirnales controles, I n s  niveles de AMP c3cli- 
ca decsyeron durante el txanacursa d e l  experimentn, en el da I n s  
animalea tratadoa can L-T se mantuviernn eatables.  Estos experi 3 
. . 
mentos in v i v a  nos muestren que l o s  patranes de respuestn de l o s  
nucle6tidos ciclicas a lae hormonas t iroideas pueden sen cnmpla- 
tamente difkrentes en 10s distfqtns t e j i d o s .  
Levey y Epate in  (151, A521 deacribferon la ect tvac ibn  
de la adeni l i l  ci~laaa de miocardio de gato pnr l a s  hormones ti 
raidess. La concentract6n de tiraxine que producIa la mitad de 
la respuesta n6xima era 5 x lo-? M y de trilodotironina, 6 x M 
Casilles y  o oak ins (153) ternhien ubservaron ectivacihn de la ade 
n i l i l  ~lclssa de espermatozoides de mono par L-T3 y L-Tqm La res -
puesta a la aoncentracihn de L-T3 fue b i f b s i c a ,  oon una estimu -
lscihn mexima a un nivel de harmone de 4 x M. Estos invea 
-
tigadores encantraran que la fruct6liais anaerobia del espesma -
tozoide responde a la L-T3 de una msnera b i f k i c e  s imi lar  a la 
encnntrada para la a d e n i l i l  ciclasa. 
Un e f e c t o  npuesto, es decir, i n h i b f c i d n  de 1s aden i -  
lil ciclasa, fue  d ~ s c r f p t o  recientemente pnr Friedman e t  a1 (154)  
-
en membransa de t i r n i d e s  hovina. 
Loe autures determinaron que l a  L-T3, a una c ~ n c e n t r s  
- 
cidn de 5 x M, i n h i b i a  en un 15% la act iv idad basal de la 
mdenflil cf clasa. OPcha i n h f b i c i 6 n  llegaba e un 50% a concentra 
- 
clones del orden de M. ~derngs la 1-T3 era capaz de reuer- 
tir la estimulacidn de l a  ciclasa por tirotrnfina y proetaglen- 
d i n s  E pera no ~ f e c t a b a  a l a  estimulacibn par  f l u o r u r a .  l a  f nh i  2 - 
bicibn result6 sex de tipa cnrnpetitfvo. A1 snlubilizar la ~ n r i m a  
de las meinbranas de tirnidea con Lubral PX, l a  eatimulacibn par 
tirotrofina deaaperecie, cnnseruhndnae ain embargo la s e n s i b i -  
l i dad  a 1s 1-T3. Si bien  lae concentraciones de L-T3 necesarias 
para obtener un e f e c t o  i n h i b i t o r i o  considerable eran rnucho rnbs 
al tas  que Ins fieiolbgicaa, la8 autnres cnnsidersn que no se trg 
t e  de un efecto tbxica o nn especif ico, fundamentalrnente debido 
a1 hecho de le incapacidad de la L-T3 de revertir la actiuacibn 
por F-. 
car obaervacfanea previas sobre la capacidad de las hormones ti- 
raideas de diarninuir l a  acumulacifin intracelular de AMP ciclico 
en dlcha glsndula 1155-157). De eata manera, un alto n ive l  de 
hnrmona tiroidea circulante, nu sblo diaminufria la produccfbn 
de tirotrofina (TSHI por la hiphfiala, sino tarnhifin irnpediria la 
accfbn de l a  TSH sobre la gldndula tiraidea, bloqueanda el ePectn 
actfvador de Is TSH sabre la a d e n i l i l  ciclaae de d i c h a  g16ndula. 
Numerosas e v i d e n c f a s  indfcarran que Las hormonae ti- 
roideas fnhiben a la fosfodiesteraaa de nucle6tidns ciclicos.  
La primers de ellas f ue publicada en 4967 por Mendel y H u ~ l h l ( 1 5 8 )  
, . 
quienes se hallaban in~estiga~da el macsnismo par el cual la L-T 3 
surnenta la act fv ided  lipolitfca de la adrenalina. Loe eutares en- 
contraron un 55 % de inhibici6n en l a s  fosfadieaterasas de tej ido 
adiposo da rate y de corazbn de vaca ensayadas en presencia de L-T3 
a una c~ncentracibn de M. La L-T4 fue pr6cticsmente inefec- 
tiva en le inhihicibn. Posteriormente, Marcus inform6 que la L-T4, 
a concentraci6n de 10-' M, inhibe chrnpetitivanente a lss fasfo- 
diestersaas de alto y bajo Hm, tanto de fraccionea partfculadas 
cmo snlubles de tejido 6seo de reta (159). Wan Inwegen e t  a 1  
(160) camprobaron que l a s  chlulaa grasas de ratas con hipotiroi 
-
dismo expe~imental nu responden a I n s  agentes lipoliticas y que 
la fnafodiesterasa de AMP ciclicn de ba jo  Km, unids  a membsana 
de esas c&lulas, est6 elevada par  encima de loa valores nnrmales. 
E l  tratamiento i n  vivu de las rataa hipotiroideas can L-T3 res- 
tituye la actividad de l a  enzima a n i v e l ~ e  similaras a l a s  cnn- 
troles. E l  efecto  f n h i b i t a r i o  fue canTfrrnado en l a  PoaPodiesteraas 
da la glsndtlla tfroides hurnana (161) y en l a  de cartflaga e p i f i -  
sar io  de pa l lo  (162). 
En cuanta a la influencie de las hormanaa tiraideas 
sobre l a s  protefna-quinasas, se ha enformado que la a c t i v i d a d  
de la prateha-quinasa aaociada a la fraccfbn de protelnaa crn 
- 
rnatfnicas no hoatbnicas, o b t ~ n i d a  de rnlacardi~ de rata, aurnan- 
ta despugs de inyectar a l o e  anirneles can triiodotironina. 
Por otrn lado lee proteine-qulnasas citosblicaa nn 
snn a f ~ a t a d a s  pox t a l  tratamientm C163). 
Ya se ha cnmentada el papel de l a s  hormanas t fraideaa 
comn inductoras de la sfrttesis de protefnas, especialmente con 
actividsd enzimhtica. Aparehtemente la. a d e n i l i l  ciclasa estarfa 
bajo sate tLpo de cantral. En este aentida,Hr5shna - et  a1 ( l 6 4 )  
demastraron en 1968 que en ratas hipatiraideae, la act iv idad de 
adanilil cfclasa de c6lulas grasas esteba diaminufda respecto 
de las  de ratas eutiraideas,  mientsae que en las hipertfroideas 
estaba aumentada. Estos resultados fueron confirmados por expg 
rimentos i n  v i t r n  realizados pnr el rnisrno grupu (165): incuba- 
run cblulas graaas aisladaa durante 2 ha con JI sin agregado de 
T3 1oW6 M y con y s i n  aqregado de pur~rnic ina ( i n h i b i d o r  de s i n  -
tesis de protein== a nivel de traduocibn) M, y observaron 
que en presencia de la hnrmons hebfs una induccibn d e l  60% d~ la 
act iv idad de a d e n i l i l  ciclasa y que dicha inducc i6n  era bloquea 
d 
da totalmente por l a  purornicina. Otra l inea de evidencias mia 
reciente f n d i c 8 ~ ~ 8  que l a s  hormonaa tirnideas inyectadas in v i v a  
producen uh aurnentn d e l  nhmero de  recept~res /3 -adrenkrqicas en 
membranas de mfacardio de rata, s i n  mudiPicaci6n alguna de l a  
af inidad de laa catecolaminas pnr su receptor (166). 
Lua efectna descriptos en 10s phrraToe anterfnres son 
coher~ntes can el hecho de que l a s  harmonas tiroideas patencian 
e l  erect0 l i p a l i t i c a  de las catecolaminaa (160, 167) y con la ta- 
quicardfa caracteristica d e l  eindrame hipertir~ideo. 
En la fiqura 12 se encuentra un esquems can log p l a u s i b l e s  mados 
de eccibn de las  horntanas t i ro ideas ,  i a s  catecolarninas y l a s  
rnetilxantinas en la mavilizacibn de l o s  gcidns  grams l i b r e s  d e l  
tejida adipnso. 
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Fiqura 72: - ~art ic ipac ibn de laa catecolamf nas (C.A.) , lae hormo- 
nae tiroidess (T3 y T4) y l a s  metilxentinas (M.X. en 
la l i p b l i a i s .  
T .G,= triglic6rf do; A,E,= h c i d t ~ s  grmsos. 
Lss f lechaa llenas indican los  paaas de activacibn. 
Lam f l ~ c h n a  punte~daa, lo8 paans de i n h i b i c i b n .  
La8 t lechltas vachs seflslan procesas da inducci6n a 
nfvel  de sintsaie de prote%nss. 
LA ADENXLIL CICLASA DE Neurnspora crassa. 
UII. 1 Meuraspora crassa. 
Meurospora craasa ea un hongn ascomicete pertenecien- 
t e  a l a  famflia de las Sordariaceae. Al igual que todoe 10s hon- 
gos de la clase Ascomycete~ y la subclase Euascomycetidae, eu 
euerpn v e g e t a t i v o  e s t a  const i tu ida  par un mfcelto formada por un 
entretejido de hifas tabicadae. Los tabiques trensuersales na qqn 
cnmplatcs, sino que tienen en el centro un porn pox dnnde se can -
t intan l a s  membranas plesm&ticaa de las  c&lulas adyacentas. Las 
hi fas se alargan par crecirniento apical y sus cklulas pueden aer 
unf multinucleadas. Lns nhcleos de las h i f a s  vegetetivas poaeen 
un sbln camplemento crornosbmica, es decfr, son haploidea. La re- 
prnduccibn ocurra d~ rnanara aaexual par la farmacifin de con id ias ,  
bfen de manera sexual pnr la fnrmacibn de aacosporaa. En el p r i  -
m e r  caso (ciclo asexual) el mice l in  vegeta t ivo  deserrolla h i f a s  
diferenciadas (cnnidibforos) en cuyos extremos SE praducen euce- 
sivas dfv i s ianes  rnithticas y fragmentaciones que dan arigen a nu- 
merasas conidiaa n eaporas aaaxuales. 18s canidias, a 1  encantrar- 
qe an un media aprnpiado, germinan originsndo nuevamente el mice- 
lio haploide.  El c ic ln  d~ u i d a  sexual ocuxre si se encuentran dos 
micelias de t fpo  de apereamfento diferente (heteratalismo). En 
embas mice l los  pueden deaarrollarse estructuras f~rneninsa y mas- 
culinss,  per0 la fecundacfbn 8610 acurre entre estructuras de mi 
e 
cel los heterot&licos. La parte femenfna cansta de eatructuras p l ~  
rldelilaies llernades protoperitecios que en su interior oontienen 
a1 brganu sexual ferneninn o sscogonio.  El escogonio es una cOlu- 
Is globosa, con nurneroms nhcleoe haploidea,  la cual emits une 
prolnngacih fSlff'orme de su protoplasma llamada tricngino. El 
txleogino funcinnarh c m o  un pelu aceptor de l a s  chlulms maseu- 
l inaa que pueden ser conidias ,  micracanadias o ~fmplemente hi fas  
del micelfa cnn t i p o  de apareamienta npuesto. Estos elementas rnaE 
eulinos descargan sua nGcleos haploides en el int~rior d e l  trfcg 
gin0 y 6stos nficleos se fusionan de a pares can l o s  nhcleos del 
astogunin, generando numerosus nbcleos dip lo idaa  (prnceso c ~ n o c A  
do con. caringamie). Cada ndcleo diploide( /r ice  fase 2n del oiclo 
de vida  d e l  hongn) se dividirh par mefosfs originando cuetro nb- 
cleos hsplnldes, y cada uno de bstoa se div ide  por mitoais orfg& 
nhnd~se ass ochn a8cospnra~. Las ascosporas quedan localfradas 
en una estructura en forma de sac0 llamada aacn. El protoperitecia 
luego se trsnsforma en uh peritecia, que es el cuerpo de fructi- 
ficaci6n en forma de hote l la  caract~ristico d a  lss Sardariaceae. 
Cada peritecia pasee entonces numerosas ascos portadnres de ascoE 
pnras. Las ascasparae son cklulaa resistentes a condicianes am- 
bientalee adversaa, que a1 germinax en el media adecuado generan 
nuevsmente el micelko vegetativ~. En la fiqura 14 ae esquematizan 
l n s  ciclna hio l6g icas  de reproducci6n asexual y sexual, 
Ffqura 1 4 : -  Cicla biolbgico de Meurospora crassa. Las f leches 
grueaaa llenas indican 10s pos ib l e s  paaos eetimulg 
dos par el AMP ciclicn. Las flechas gruesas puntea 
- 
das, 10s pasos inhibidos par el nuc lebt idn .  
UII, 2 Metabolfmu del qlucbqeno en Neurospora crassa. 
La Neurcspors ss un orgeniamo que hs sido motivo da 
numeroeas eatudio~ tanto deada e l  puntn de vis ta  gen#tico coma 
del bioquimfca. La faci l idad con que se lo c u l t l v a  en el labo- 
ratorio y la axistencia de nmerosos mutantes morfolbgicoa y b i ~  
quirnicas han hechn de Neurospora un material biolbgico modelo. 
Lus estudins aobre le regulaci6n d e l  metsbolismo da l  
I 
glucbgana y el peps$ dm1 AHP cielieo en M-crasae fueran llevados - 
a ceho por el grupo dirigida por el Dr. Torres en l a  Fundacibn 
Campomar. Los traba jos de Tbllez IMn,  Terenzi y Torres (777,  772) 
darnostraron que el metmbolismo del glucbgeno en N.craeaa eeta rg 
gulsdo de una manera similar a lu que ncurre en tedidos de me- 
nffer~s y da modn diferente a la regulacibn en becterias. La sin -
tetesa da glucbgeno del hongo prssenta dns formas interconverti- 
blae. Una as dependiente de glueosa 6-P (O) y la otra ee indepec 
dlente de eae eater fosfbr ico ( I ) .  
La canversibn i n  v i t r n  de la forma I e l a  forma D rg 
quiere ATP-MCJ- mientrae que la transformacibn inversa 8blo re- 
quierc big* (171 ). Pox otra parte, la P~eforilaee de glucbgeno 
tarnbihn present8 doe fnrmas intarconvertihles: una act iva  (fnr-. 
ma - a) y la otra inactfvs (forma - b) en ausencia da SmAMP. La can- 
versibn de l a  forma - b a l a  - e requf ere A T P - M ~ ~  y ee astimulade 
pox la preaencia de AMP cicl ico (1721, ~dembe, Pueron identifl- 
cadaa lee enzimae reaponsablea de la actiuacibn e inactivacfbn de 
la Qoafarilaea de gluc6$eno: l a  quinasa de foeforilasa - b y l a  f o s  -
Patasa de fosfarilasa que a su vex presenta  dos formas fnterco~ , t 
v e r t i b l ~ s  en lns e x t r a c t 0 8  d e l  micelio, La cnnversibn hacis la 
el mctabaliemo d e l  gluc6gema en N.orassa responde a un esquarns 
de fntarconversiones enzirn6tlcas a tres niveles:  activacibn de 
la fasfarilasa, inactivacibn de la f o s f ~ r i l a a a  e inactivacibn de 
la sintetasa de glucbgeno satando el primer eventa controlado par 
AMP ciclico Icomparar con el sistema de higado descripto en la 
UIII. 3 La adenilil ciclass de Nsuros~ora crassa. 
En 7972, Flawih y Torres (3)  describiernn l a  existen- 
c ia  de una act lv idad de adenflil ciclasa en lfsgdas celularas de 
una mutante Halime" de ~m.ck8ssa (FESC 1118). Eata mutante carece 
de la pared celular polieacarfdfcs caracteridtica del m i c e l l o  y 
crace coma protoplastos aisledos. La enzima estg fundamentalmente 
aancisda a la membrane plasm&tica, es tatalmente dependiente de 
~ n + +  para nu act iv idad y no puede eer activada por  f luoruro ni 
pox GTP, ACTH catecolamfnas. Adembs loe mPsmoa autores cumpro- 
baron que el verdadero austrato de la enzima ea el complejo Mn-ATP, 
que el ATP puede funcianar coma i n h i b i d o r  deaplazando a1 sustra- 
to d e l  sitfa catalitico y que el I-!;+ f uncione coma actlvqdor do 
la enrfma st510 a bajas concentraciones d & s u s t r e t ~  ( 1 7 4 ) .  
La enzims fue eo lubi l i zeda  por tratamientn de las mem- 
branas con el detergente no i6nioo Luhrol PX y fue parcialmente 
purificada pox cromatngraffa en columna de DEAE-celulnsa, encon- 
trhndosele una constante de sedimentacihn de 7 , l  S (175). 
Por otra parte, cuando se ineubaron membranes de N.craasa 
nslirne" con glucagbn, se nbservb estimulacibn de la ect lvidad de 
la adenilil ciclsaa (176). E l  glucagbn no activb a la ciclasa 8n -
lub i l i zada  con Lubral PX. Fidernbs, a1 agragar glucag6n a un cultL 
vo del hango, s~ observ6 un incremento en la velacidad de gluco- 
g e n b l i s i s ,  un incrern~nto an la a c t i v i d a d  de la gluc6geno fosfo- 
r i l a a a  y una dfsrninucibn en la a c t i v i d a d  de la glucfiqena sintetasa. 
Todos estos e fec tos  cnrroboran l a s  similitudes existentes entre 1 ~ s  
mecanismos de c o n t r o l  de N.crassa y c6 lu las  animsles. 
Ademds del efecto  d e l  glucagdn, Flawih y Tarres encon 
- 
traran que la ciclasa de la rnutante Mslfme9f es inh ibfda  par insu 
- 
l i n a  de un modo pseudocnmpetitivo (24 ) .  La i nh ih i c i f i n  es contra- 
rrestads par glucagbn y sbla ae observa a bajas cancentracianes 
d e l  sustrato Mn-ATP. La act iv idad de la enzirne no es modificada 
por  las cadenas polipeptidicas aisladas de  la insulina ( A  y a), 
n i  por  otras horrnanas p e p t i d i c a s  que contienen puentes disulFura 
coma le vasopreaina o la horrnona de crecirniento C?78), 
VII. 4 Papel del AMP cfclicn en la diferenciacidn de Meurnsp~ra 
Era898 r 
E l  c ic lo  de vida asexual de la cepa sa lve je  de N.cre- 
ssa puede ser d i w i d i d o  en l o s  siguientes pasoa: 
-
I) - Gerrninactbn de las  conidias y forrnacihn de hi fas vegetatluas; 
2) - Elongation y ramificaci6n de las hlfas vegetatiuas formando 
un micelfa sumergidn en medio l fquido,  o rastrera en media 
s b l i d o  ; 
3)  - Diferenciacifin de h i f a s  que se alargan alej6ndoae da l a  su- 
perficie del medin {h i fas  agreasl; y 
4 )  - Fnrmacibn de  cadenas de canidiae en lo8 extrernos de las hi fas  
Existe una familfa de mutantes de Neurnspnre, denomi- 
nada "crispn, que ae csracteriza pnr poseer un fenot ipo colcnfal 
con ausencia t o t a l  de  h i f a s  &reas y una acurnulacfhn premature de 
conidias sabre la superficie del rnedio de cul t ivo .  El fenotipo 
"crispH eat5 deterrninado por mutaciones en alguno de tres loci 
dif~rentes: cr-j, cr-2 y cr-3. Estas l n c i  no son alblicos y 
-
e e t k  ubicados en el bfara derecha del grupo de lfgamiento I d e l  
hongn (N-crassa t iene siete grupos de ligamfent~) en 18s cercanias 
del centrbm~ro. En 1975 Turres e t  a1 (70) observaran que una cepa 
-
"slimen de N-crassa, l a  FESG 326, presentaha una actiuidad de ade -
nflil cfclaaa muy reducida respectu de la cepe FGSC 1118 utiliz! 
da en 10s estudias descr iptos  anteriorrnente. La cepa nslirnem 326 
habia s i d a  aislada pnr mutagfinesia de  una capa mice l ia l ,  la FGSC 
329, Esta Altima p n s e i a  fenotipa "crtspn y tamhign presentaba muy 
baJa actfvfdad de cfclasa. Hecfendo m a  evaluaci6n de la activi- 
dad enzlrnhtica en d i f e r ~ n t e a  cepas d e l  hongo, 10s autorea demns- 
I I 
traron que sblo 1~1s cepas portadnras de l a  mutacidn cr-1 ten ian  
b s j n s  niveles de ~ctivfdad de ciclaaa. Las mutantes cr-2 y cr-3, 
que presentan el misrno fenotipo que la cr-I, tienan actividad 
de ciclasa normal (70, 179). 
~dernhs, f s r e n z i  - et a 1  (179) dem~streron que 18 morf ologfa Rcrisptl 
de l a a  mutantes cr-l era consecuencfa de la reduccibn en l a  s i n -  
tesis de AMP ciclicu, ya que la adic ibn  de nucle6tfdo c h l i c a ,  
- 
de su derlvado el d i b u t i r i l  AMP cfclfco,  a 1  media de cultivo 
hacla que la rnutante cr-1 adnptara un fenotipn sfrni la~ BI d e  la8 
cepaa salvajes (fenncapia). S i n  embargo, la adic i6n  de AMP cgcli- 
co a 10s medfos de cultivn de las cepas cr-2 y cr-3 no revierte 
l a  mnrfo lng ia  "crispn, hecho que podria indicer que estas mutan- 
t es  presentan lesiones en alquna etapa de las rutas metahblfcas 
cantroladas par el AMP clclico, 
Confirmando 10s hallazgos anteriarea, el mfsmo grupa 
deferminb q u ~  SDS n i v e l e s  intracelulares de  AH? c ic l ico  eran diez 
a vainte veces m6s a l tos  en laa cepas salvages que en las  p n r t a -  
d ~ r p s  ae l a  rnutaci6n cr-1 (180)- 
En l a s  cepas salvajes e m s  nive les  permanecen constantes durante 
la mayor p a r t e  del perindo de crecimiento, excepta durante un cnr 
C 
t o  lapso, a 1  ccmienzn de la fase estacionaria, en el cual se pro- 
duce un marcado incrernento de l a  concentraci6n d e l  nucle6tido.  
Si bien abn no ee canncen con exectitud 10s mecaniamae 
maleculares de la accibn d e l  AMP cfcl ico s o b z ~  el contra1 de la 
marf alogia en N. crsssa, recientemente han aparecidn dos contrih; 
cionea tendientes  a dilucidar eae interrogante. En primer lugar,  
Judewfcz y Torres (781) encontrarnn que el AMP c ic l ico  estimula 
la fosfarilaci6n de nhcleos de cepas Ifslimem da N-craaaa. La f r a ~  
_I
cibn de pratehas nuoleares que se fosfari la  preferancialmente 
es l a  de proteinas no histbnicsa de la crornatina. Ademha compro- 
I 
baron que la capacidad de transcribfr RNA menaajern es mayar en 
l a  crurnatina extraids de nGcleoe fosfori ladas que an le nbtenida 
de n b c l e ~ s  no fa s far i ladns .  Estos resultados podrfan fndicar que, 
al rnenas En parte, l a  regulacidn par AMP c f c l i c ~  ocurrfria a ni- 
vel de la transcripci6n de determinadaa secuenciss qenbmicas. 
Par filtirno, Judewicz, Elikin y T o r r ~ e  (182) describis 
ron la presencia de  tres actividadea de qufnasas de prnteina en 
l a  f raccibn c~rrespnndiente  a1 aobrenedante de 105,000 x g de un 
mfcelio de N-craasa cepa salvaje, coaachado en la fase logaritmi 
- 
ca de crecfmiento. Estes act ividadea enzirn6ticas fueran resueltas 
pox crnrnetografia en DEAE ce lu lnsa  y una de ellaa es est imulable  
par AMP cfcl ico.  Loa autnres enfstizaron que esta ac t iv idad  de 
quinasa dependiente de AMP ciclico s61o es detectable En l a s  es- 
tadfos tempranas d e l  cre~irniento del honga , hecho que concuerda 
con el papel estimuladar de la fnrrnacfbn de h i f a s  ahreas que  cur^ 
p l e  el nucle6tido en ese perlodo. Par otrs  parte, fueron oaract~ 
rizadas l a s  otras dns activfdades de quinaaa independiente de 
AMP c ic l i ca  de funcibn descanocida. 
HATER1 ALES Y MET0005 
I. PREPARACION DEL SUSTRATD RADIOACTIUO DE LA ADENILIL CICLASA: 
El m6tado da ensayo de adenflil ~iclasa uaedn en esta 
tesis se basa en le cuentificacibn dal  AMPc rnarcado radioactiva- 
mente con 3 2 ~ ,  para lo cual se utilizb E D ~ D  suetrato a1 ATP mar- 
cad. con 3 Z ~  en la posici6n o(, ya que 6ste es el h i c o  fosfato 
que ae conservare en la molbcula d e l  prnductn, l u ~ g o  de l a  cath- 
0 
If' 
o+o- 
32 Le sintesis d e l  [q P] RTP fue reslizada par doe pro- 
ced%mientoa d i f  mentea  q u ~  ae deta l l an  p continuacibn: 
I. +l Prncedimlenta descripto par Flawi6 .y  Tarres (3):  
Eate mbtado invblucra dds pa8oB: 
l a : -  Sfnt~sis quXrnica que irnplica le esterificacibn d e l  
3 2 ~ ~ q ~ 3  Don el ~xhidrilo de p ~ s i c i b n  5' de 1s i eopm-  
pilid8n-adenosina (f iqure 16) , seguida de una h i d r b  -
l ists  hcida d ~ l  grupa isoprapilideno para ohtener 
5 '  RMP msroad~ con 32~. 
Fiqura 46: Isopropilfd&n 
adenosina. 
AT? usando comn material de 
cibn antertor: 
H+ 
[ ~ 3 2 ~ ~  ADP + PEP plruvefo [K3'?1 RTP+PI RUUATO 
Se procedi6 de la siguiente manera: 
Le s~kuci6n clorhZdrica de f nsfatn 
11ev6 a sequedad en un evapoaadar 
gbndose 5 pm~les de f o s f  at0 inorgfinico "f rgo: Volvi6 a evaporaree a 
sequadad y a retomeree el eedimento en agua. Este prucedimiento BE 
repit i6  tres veces con el n h j ~ t n  de eliminsr par completo el hcida 
clorhidrico en que viene d i a u e l t ~  el 32~i. A 1  eedimenta de la dl -
tima evaporacibn se le agregaron 60 mg (aprox. 200 )males) de 
iaopropil5denedennsina y ae secg con acotnnitriln en lfnea de va -
cia aegin Greenlees y Symuns (183). Una vex que estuvn totalments 
aeca la preparecibn, ae rea l i z6  La a in tes is  quimica: 
Se preparb una mezcla de dimeti laulfbxido  solvent^) 
3,2 ml; tri~lnracetanitrila (agente condeneanta) 213 ~1 y tristil- 
arnina (catsltzadorl 25 ~ 1 .  SE agregb rhpidarnente l a  mezcla a1 ba- 
se tap6 hermkticamente y ae incub6 a 37QC durante 15 minutos. 
Luego ee agregeron 6 ml de Acido aceticn 5 N y se calent6 en baRa 
de agua, can e l  balbn destapado, a l O P C  durante 1 h ~ r a  (hfdrb- 
lisis). A 1  cahn de ese tiempo, el, contsnida del bal6n se evapn- 
r6 a saquedad, se resuspendfb en 3 m l  de  agua y se evapnrb nue- 
vament~. Eete procedimiento se repit i6  cua t ro  veces. 
fue incubado durante 20 minutoa, a 37oC en una mezcla de Is si- 
guien t e composicibn : 
huffer TRIS-HCl 100 mM pH = 7,4 
Mg G l 2  15 M 
H 100 mH 
ATP O,16 mM 
PEP 7 , s  mM 
piruvatn quinaee 20 )~g/rnl 
mioquinesa 200 pg/ml 
El volumen t o ta l  fue de 3,2 ml y la reecci6n ae datuvo por el agre -
gado de 3 m l  de mtanol,  celentando luego en bsFio de egua a IOODC 
durante 3 mfnutas. 
Purif icacibn del k J L p d  ATP: 
tqnidu del balhn fue sembredo en una columna de DEAESephadex A 
25 (4 x 9 em) Porma bicarbonato, prevfamente lavada y equilfbra- 
da con q u a  destilada. Una ver qua la muestre penetr6 en la calum -
na crcmatagr$fica, se eluyh con un gxadiente continuo de bicarbo- 
natn d~ trietflamine pH = 7,s; de O a 1 M Cvolurnen t o ta l  200 m l ) .  
5a recogferan fraccLones de 7-8 ml, y l a  preaencie de mdioacti  -
vidad an cad@ fracci6n fue astimada semicuantitativaaente msdiante 
el usa de un monitnr merca Nuclear, modelo FM. Un perfil tipico 
de la columna de DEE-Gephadex puede verse sn la f ipura 77. 
Se juntaron la8 fracciones eurrespondientee a1 pico de ATP llav6n -
doselaa a aequedad en un evaporador ratatario, o bien par cnnge- 
lamiento s -2OW y luego li~filizacibn en un Liofilizednr marca 
F.T.S. El residuo se resuspendib en 5 ml de metanol, se evaporb 
nuevemonte y pox Gltirna ae retorn6 en un volumen apropiad~ de agua 
d e s t i l a d a  (u~ualrnente de 1 a 4 ml). 
La caracteriracibn del ATP radioe~tivn se hiza par cromatngrafia 
ascendente en hojae de pnlietilbn-ImLnn-celulosa,conteniendo reac -
t i v o  f luoreacente,  usando corn solvante claruro d ~ !  l i t i o  1,s M. 
La paefcibn de 10s nuclebtidos utilizadoe carno patrones (ATP, ADP 
y AMP) fue detectada bajo lur  UU emitida pox una fuente marca 
Mineralight. 
--- .- 
I. 2 Procedimiento descripto par Reeve y Huanq (184) 
En este mgtodn, l a  f l s fn te s ia  qufmica" del mbtado 1.1 ea 
reemplazada par una serie d~ pesos enrim&tfqna, a1 cabo de lo8 
Estos paens son: 
i e  : - Ineorporacidn del 3 2 ~ i  I, 3 d i  * P - g l ~ b e r a t o  : 
E l i  ceraldehido 
32 3 P deshidrugenase Glicerald. 3 P+NAD+ Pi 'I3'p 1 , 3  Di PGB+NRDH+H' 
2s: -  Regenera~ibn del MAD oxfdado, que fua raducida en la seac -
ci6n 7 .  Lactata 
Deshidrogen~sa 
Pfruva to  + NADH + H+ -Lactato + hlAD 
32 3Q: - Sinteal.. de [d PI AT? ia psrtir d a l  nroducto d~ la reaccibn 1. 
. PEA 
.Quinasa 
Im3'p 1,3 Di P Glieerato + AD? - 3 POA + 3 2 ~  ATP 
4Q:- Fosfnrilacibn del HO 5' del 31BMP, u t i l i z a n d o  w m o  dador de 
ix32p1 Polinuclebtid~ 
I 
quinasa 
3fAMF + [ g 3 2 ~ ]  RTP ; [51 3 Z ~ ]  3!,5' ADP + ADP 
32 5Q : - Elirninacibn d e l  LI( PJ RTP qua no reacciond en el p u ~ o  4 .  
Hexoquinase Cg 32~J ATP + Gluocsa -RDP + L3'd- Elucosa 6 - P 
6Q: - Obteneidn de 1 3 2 ~ ]  5'AMP pox hidrdlleis ~nzimbtiea  del F de 
p ~ s i c i d n  31 d e l  [ 5 1 3 2 ~ ]  3 1 ,  51 RDP. 
Nucleaea P, 
[ 5 ' 3 2 ~ 3  3 l ,  51RDP : Pi + L3'p] 51 AMP 
32 A partir def, I: P ]   AMP se realiza una flsintesis enti- 
m4ticsM snhlnga a la del rnhtnda 1.1 reemplatando el sisterna gene- 
rante d e l  ATP de la piruveto q u i n ~ s a  pur el de la creatina quinasa: 
M ~ ~ +  [ 32?] + ATP -[a32p] RDP + RDP 
Mfoqufnasa 
- 32 
Lb( P] ADP + Fosf acreatina -p [o r32~ ' ]  ATP + Creetina 
creatina 
quinasa 
E l  pracedimfento preparative f u ~  el aigufento: 
manera descripta en el mktodn 1.1. E l  residuo de la GXtirne evap2 
racibn Pue retomado en 8 0 ~ 1  de H20 destilada, y se le agregsrun 
10 p1 de una solucibn cuya cornposicibn ee: 
TRIS - HC1 
A c - P i r h i c n  (neutralizado con TRXS base) 50 mM 
Fasfoglicerstn quinasa (1Omg/ml en SAS) 
Lbctico deshidrogenasa (5rng/ml en 5AS) 
' ,  
(5e centrffugb a M O O  rpm par  15 mi nu to^ a 0-4aC y se aeparb el 
Se mezclb bien  y se incubb d u ~ a n t e  30 mfnutoa a t~mperetura e r n b i ~ ! ~  
t e .  Luegn se agregarnn 10 ~1 de una eolucidn conteniendo DTT 78m, 
I 
espermina 40 mM y Mg E l 2  BLIrnM, se rnezcld y se snadieron 1Qp1 de 
3'AMP 25 mM y 2)11 de pol inuclebt ido quinase (41100 U/ml en g l i -  
cerol 50 96). Se agit6, e fncuhb durante la nocha e temperatura a2 
biente. A 1  d i a  s i g u i e n t e  se eiiedieron 5 ~ 1  de nucleasa P- l  (4rnglml 
en TRIS-ClH lOmM pH=7,5) y ae sigui6 incubando durante 30 minu- 
t o s  a l a  misme temperatura. L u e g ~  ee agregeron 20 ~1 de hexoqui- 
naea 0 , l  m g / m l  en aolucibn de' g l u c ~ s a  ?mM y se prosfguib incubap 
do 30 minutos mhs. t es  reacciones enrimbtfcas fueron detenidas  
por calentarnienta en bans de aqua hfrvfendo durante 5 minutos. 
Luegn se enfr ib  en befio de hielo, para finalrnente agregar 20)11 
de una rnescla cornpuesta por: 
Creatina quinasa 2 rng/ml 
Minquinaaa E1,2mg/rnl 
Creatina fos fa tn  50 mM pH = 7 , 5  
Se incuhh por 30-45 minutas a temperatura ambiente y luego se d i  -
luy6 con 'I ml de agua deat i lada-  
32 Ls p u r i f  iasci6n y carecteriza~ibn d e l  [D( P] ATP se hicieron de  
La manera d e ~ c ~ i p t a  en el miitodo 1.1 
If. OBTENCION Y PURIFICACZDN PE LAS PREPARACIONES ENZIWATICAS. 
If. 1 Testiculo de rata. 
Se utilizaron rstas rnechn Wistar, de 45 a 90 dias de 
edad, con un peso prarnedio antre 200 y 250 g, alimentedas ad libitum 
con aliment0 marca Purfna. 
Loa animales fueran sacrificadoa por d~capitaeibn.  Luego se c x t r ~  
jeron l n a  tasticuloa e inmsdfatamente ae practich una fncisibn 
en l a  superficie del  testiculo, depoeitsndo log t a u l o s  srmini- 
ferns en un vaso de prec ip i tac ibnm~enido  a GoC y eliminandn l a  
u 
tdnice vaginal. El material fue entoneee homogeneizmdn en tras 
uolbmenas de uns solucibn buffer  compuesta pox TRIS-HE1 5UM, 
pH=7,4, mercaptoetanol 1 dl y EDTA 0,5 mH (buffer A), usando un 
desfntegredor de t e j i d n s  modelo SDT (Tekmar Co.). Esta oporecibn 
y la8 oigufentea Pueron rselizades a 4QC. El homogeneizeda rue 
centrifugada a 7700 x g durante 10 rninutos en una centrifuga re- 
trigerndo marca Snrumll, modalo RC2-8, usanda el r o t ~ r  66-34. El 
snbrenadmnts de eeta centriPugacibn (que contione la mayor prop02 
cibn de le actividad d~ adenflil ciclaea), denorninedo preparmibn 
crude, fue sometido a una ultracentrifugecibn a 105.Ua0 x g dureifi 
-
te 60 rninutos en una ~ e n t r i f u g a  marca Beckmsn, modelo 15-58 utili -
zando el rotor R65. El s~brenadente de esta ultrac~ntrifugacibn, 
denominada - S105, canat i tuye, la  fraccibn soluble de test icula a pa2 
tir de la cusl ae realizarnn loe sucesivas paaos d~ puxlficacibn 
de la adenilil ciclaea. 
11, 1.1 Cromatoqrafhi en caluma de DEE-Celulosa. 
Se describen a contfnuaclbn las  cnndicinnes de 
l a  puri f icac ibn del 5105 rnediehte el uao de  una colurnna de DEAE- 
celulnsa da tipo preparattvo. 
La columna(2,5 x 28 ern) fue equilibrada medianta el pasaja da 4 
vulfimanee de l a  so luc i6n de hamageneizacibn (buffer A) y luegn 
cargada con 200 m1 del - S105. Una vez pasada la muestra, se h u b  
con 900 ml de la misma sdlucfbn buffer para remover 1s maynrfe 
de laa proteinas nu adenrbidaa. 
Oespuh del laundo, sa eluyb con un qradisnte lineal de NmCl  
(O-a,7M, 1200 m l  de volumen total) hecko en le misma ~ o l u c i b n  buffer .  
Se recogiernn fraccionea de alrededar de 20 ml, a una velacidad 
de 1,7 rnl/min ut i l fzando un colector de fraccianes autarn&tico, 
narca LHB, modelo Ultrorac 7000. 
La actividad de a d e n i l i l  cfclaea eluyb cnmn un hnica p i c a ,  8 una 
concentracibn de 0,25-0,30 M de NaC1. La fraccidh cnrrespondfente 
sere denamfnada prepaxact 6n de DEAE . 
11. 1.2 Fracciunamiento con sulfato de amonio y crama- 
toqrafJa en Bio-Gel A 0,5m: 
Se juntaron laa freccinnes can act iv idad de ci- 
clese abtenida de la colurnna de DEAE celulosa (aproximad~mente Bffml) ,  
prscipitbndose mediante la adici6n lenta de 34,3 m l  de una ~ o l u -  
cibn saturada de su l fa fa  de amonfo previamente neutrelizada con 
NH3- La preclpitaoibn ee realizb en un veso mantenido en un befin 
de hialo y agua. Luaqn de agitar la mezcla durante 20 minutos, se 
centriPug6 a 10.000 x g durante 10 minutoa. El sedimento (prec ip i -  
tado de 30 X de saturacibn> fue deecartado y el sabrenadante 
C4 unlumen) fue l levado a una cnncentracibn de aulfato de amonin 
del 60 % de saturaci61-1 par el af'iedida de 0,75 v~lfimenes de l a  82 
lucihn aaturada de sulf atn  de amonio. ~ e a p u b ~  de la centrifuga- 
cibn el sedfmenta fue d i s u e l t u  en 5 ml de buffer A y d i a l i z a d ~  
pnr 3 horae contra el mismo buffer. La fraccgbn die l i zada  (7,0 ml, 
14 mg de prnteina par  mll fue sembrad~ en una cnlumna de B f o - E e l  
A 0 , s  m (100-200 mesh) de 2,5 cm de di&metrn x 87 cm de alto, pre 
-
viamente equilibrada cnn una s~lucihn de bufyer A   ant en fen do 
MaCl a una cnncentraci6n de D , 7 5  M (buffer 8)- La columna fue elul 
- 
da con el mismo buffer de equilfbrin, a un f l u j o  de 7,7  r n l  par  
minuto, recogiendoee fraccinnes de 7 ml. l a s  Fraccinnes con a c t i  
vidad e s p ~ c i f i c a  de c i c lasa  mis alta f u ~ r n n  combinadas (21 mli 
y precipitedaa pur la a d i c i h n  de I, 5 voldmenes de una ealucibn 
seturada de S.A. (60 % de seturacibn). Deapues de Is centrifupa- 
cfbn, el precipitado fue d i s u e l t o  en un vnlumen mfnimo de buffer 
A taprnx. 0,7 ml) y dia l fzado  contra la rnisrna salucibn durante 6 
hnras. La fraccihn ass nbtenida sere dennrninade preparacibn de 
510-Gel . 
I f .  1.3 Enfoquee ieae2kctricos en cnlumna: 
Se u t i l i z 6  le columna marca USB de 710 r n l  d~ ca 
pacidsd. Los enfoques isnel6ctricoe fueron llevadoe a  nab^ siguien 
da 18s ins t ruccinnes  del manual de uao pruvisto por  LWB. En todoe 
las cams, el rnedio estabilizante del grad lent^ de anfalitas fue 
I I 
Enfnques iaol6ctr icos  en lus ranqos de pH 3,5-70,O y 4-6: 
Concentraci6n final de anfalftos en la columns: 1 % 
Polaridad: &nodo en l a  par te  inferiur de la eolumna 
Cornposiai6n de la soluoibn an6dica: sscarosa, 15 g; H20, 12 ml y 
B c i d n  fasfbrica 1M,  4 ml. 
Cornposici6n de la so luc ibn  catbdlca: NaOH 0,25H, 70 ml. 
E l  ~ r a d i e n t e  de sacarasa y anfn l i toa  ae raaliz6 a per- 
tlr de Imsfgu ient sa  solucianes:  Solucibn densa: sacarnsa, 27 g; 
H p O ,  35 r n l  y anfolitns (snlucibn el 40 % p/v d e l  rango de pH co- 
rrespandiente), 2 ml. Snlucibn d i l u i d a :  Bacarosa, 2 ,7  g; HZO, 52,3 
m l  y antolitoe [salucibn a1 40 % p/v del rerlgn de pH carreapon- 
diente), 0,7 ml. 
Una uez formadn el gradiente de secarnsa se retirb d e l  
centro de la calumna un volumen d e l  contenidc igual a 1  volumen de 
muestra a aembrar Caprox. I r n l ) .  Se ajuet6 la concentrscibn de 1s 
rnuestra (preparacibn de H 8 i ~ - E e l n )  pnr el egregedo de sacarusa s6 
- 
lids, y se f n t r ~ d u j a  la rnuestra en el medtn del gradiente con l a  
ayuda de una bamba perist6ltica modelo LK8. 
La carrida ae real iz6  a una potencia constante de 5W durante 20 
horaa, mantenfendo el sfsterna refrigeredo a 4oC. La intenaidad de 
corriente y el voltaje i n i c i a l  f u ~ r o n  7m A y 700 V respectivamente. 
La intensidad final fue 2m A y el woltaje F i n a l  de 7800 V .  A 1  dar 
par finalizada la corrida, el contenido de  l a  columns fue  frac- 
ciunado par homheo en al icuotaa de 2 ml, E l  pH de las frac~iones  
fue medido a 40C. 
Enfnque iaoel&ctrLco destinado a nbtener anfol i toe  que abarquen 
r 
un rango estrecha de pH. ( 5 , O  -5,6) 
Dado que no ex i s ten  comercialment~ mezclas de a n f n l i t o s  que aber- 
quen un rango t a n  estrschn coma 0,6 unidedes de pH (de 5,0 a 5,6 ) ,  
lua rnismus dehieron ser preparados por  enfaque isoel6ctrico de 
f a l i t o s  q u ~  camprenden el rangn de 4 , D  a 6,0 unidades de pH. Las 
condic ianes  de esta preparac ih  Pueron l aa  siguientes: 
Concentraci6n f i n a l  de anfolitoa en l a  calumna: 4 %. 
La palaridad y la cnmpnsici6n de l e s  soluciones enbdica y c a t h d i  
ca fueron i d h t i c a s  a lo descripto en el item enterinr. 
Composici6n de las s o l u c i ~ n e s  fnrmadoras del gradfente da sacaro- 
sa y a n f o l i t n s .  Densa: sacerosa, 27 g ;  HeO, T8,9 ml y anfnlitos 
-
(ao luc i6n  al 40 % p/v del ranga de pH= 4 ,  Cl-6,0), 8, I ml . Di lu ida  : 
sacarosa, 2,7 g; H2D, 50,3 m l  y snfulftos ( l a  misma aoluci6n), 
2,7 ml. La c ~ r r f d a  se l l e v b  a cabo durante 16 ha a una potencia 
constante de 10 W. La corriente i n i c i a l  fue de 12 mA y el v a l t a j e  
inical Fue de 800 V .  La corrfente y el vnltaje finales fueron de 
6 mA y t6DO V .  La ternperatura se mantuva en 40C. Una vsz formado 
el gradiente de pH, se fraccion6 sl cnntenido de la colurnna y se 
c~rnblnaran aquellas fracciones cuyo pH estaha cnmprendfdo entre  
5,O y 5 , 6  u n i d a d ~ s  (aproximadamente 23 r n l  can una concentracfbn 
de sacarma d e l  25 % p/v) .  
Enfnque ianel&ctrfco en el ranao de pH 5,0-5,6. 
Cnncentraci6n final de s n f o l f t a s  en la cnlurnna: 1 % 
La polaridad y l a  camposicibn de las soluciones anbdica y c a t b d i  
ca fuernn igualea que en l o 8  casoa anteriorss. 
Solucf 6n densa d e l  qradiente: Sacarnaa 60 % p/v , 37,5b1; snf o l i  -
tos  soluci6n a1 4 % ( p l v )  d e l  ranga de pH 5 ,0 -5 ,6  con un con@ 
nido d e l  25 % p/v de ~aearasa  , 16,5 ml. Soluclbn d i l u i d a :  sa- 
carasa 2,6 %, 48,5 ml; anfal i tas  (la misma solucibn), 5,5 ml. 
Primeramentg 5~ raliz6 un preenfnque de 10s anFol i tna,  sin mug= 
t r a ,  durante 6 ha a 1600 U y 2 mA. Una vez preenfocado el gre- 
diente ,  la muestra Cpreparacih de 8io-Gel) de intrcdujo de ma- 
nera similar a lo descripta en lo8 electroenfnques anteriores. 
La corriente y voltaje f i n a l ~ s  fueron A,7 mA y 18OO V respectiv~ 
mente. A 1  Pinelizar l a  corrida se recogieron fraccfones de 2 ml, 
11. 1.4 Cromatnqraffa en colurnna de hidroxilapatita. 
Se prepar6 una rnezcla de 50 % de celulnsa y 50 % 
de hidrox i lapat i t e ,  con la cual se carg6 una calumna de v i d r i o  
de 2,2 cm de diemetrn heeta 8 cm de altura. l a  cnlumna fue  equi- 
librada madfante el pasaje de 4 v~lhmenes de buffer A. La prepa- 
racibn de DEAE fue diluida can un volumen de la miarna aolucibn, 
'I8 ml de eata d i l u c i 6 n  fueran aembrados en l a  columna. La eluci6n 
se l l ~ v 6  a caba con un gradiente lfn~al de sulfato de arnonio (0-0,7 P4, 
340 m l  de valurnen tatall hecha en buffer A. Sa recogieron fracciones 
de 6 ml a una velocidad de f l u j o  de 0,5 ml/min. E l  pico corres- 
pondiente a la a ~ t i v i d e d  de s d e n l l i l  ~ i c l a s e  ser8 'denominado pre- 
paracibn de hidroxilapatita. 
11. 2 Neurasoara crassa. 
11. 2.1 Cepas ut i l f zadas  y cundiciones de cultfuo: La 
cepa usada para loe experimentma de caractark 
zaci6n y purificaci6n parcial de la a d a n i l i l  cfclasa ~ o l u b l e ,  fue 
la tfpo salvaje St. Lawrence 74 (StL 74). Otras cepaa u t i l f z a d a s  
fuernn las   tip^ salvaje FGSC Mros. 987 (St Lawrence), 2218 (Rocke 
- 
feller-Lindegren), 7757 (Abbntt) y 691 (Emerson). Ademhs ee u t i -  
lizb la mutante deffciente en adenilfl clclaee FGSC 488 (renoti-  
po ncriapn) portadora de  l a  mutacibn cr-7. Loa cultivns fueron 
realizadns en frascas de Erlenmeyer da 2000 ml c ~ n t e q i e n d o  500 m l  
de medin mfnirno de Vagel (185) suplementado can sacaroaa a1 2 % 
(p /v l  y 2,5 pg/rnl de d-biot ina .  E l  crecimiento fue llevedo a cahn 
a 30W, can agitaci6n (120rpm) durante 40 he .  
11. 2.2 ~ornoqeneizacibn del micelio. 
El micelio de l a  cepa StL 74 fue f i l trado en 
un embudo de Btichner, lavada can egua destilada y liofilizada. El 
material l f n f i l i z a d a  fue rnolida en un mortern con el agregado de 
nitrbgenn l i q u i d a .  Luego se deJ6 elevar la ternperatura del pa lva  
obtenida hasta 4oC y se le agreg6 b u f f ~ r  A en una prnporcibn de 
10 m l  por grama de rnicelin deshidretada. El axtracta fue hamoge- 
ne i t sdo  ueanda el desintegradnr de tejidoe modeln SDT (Tekmar Co) 
. . 
y pasteriormente centrifugmdo a 7.100 x g por 30 rninutos. E l  sa- 
brenadante obtanida fue centrifuqado a 12.000 x g pox 10 minutos 
y el sobrenadante de esta hltima ~entrifugecidn fue nuovarnente 
centrifugado e 405.000 x Q durante 720 mfnutos. Este dltimu s o b r ~  
nsdsnte sere denominado 5105 y o~nstituye la freccibn h l u b l e  del 
micelio a partir de la cual ae realfzaroo loa suceaivoe pmsos de 
purificacibn de l a  adenilll ciclase. 
11. 2.3 Crametaqraffe en calumne de OEAE celulnaa. 
fueron sembrados en una columna de DEE-celulasa (28 x 2 , 5  cm) prg 
viamente equi l ibrsda  con buffer A, La calumne fue entonces lsvada 
con 200 m l  de l a  snlucibn buffer y e l u i d s  con un gradiente l i n e a l  
de NaCl en buffer Li dande la cuncentracibn de l a  sa l  uarib de U a 
0 , 5  M. El unlumen t a t e l  d e l  gradiente fue de 480 ml y se colecte- 
ron fraceiones do 20 m l  a una ve loc idad  de 3,1 rnl/minuto. Las frac -
ciones que contenian act iv idad de a d e n i l i l  ciclsaa fuernn cnrnbi- 
nadea dennminbndose a Bsta prsparacibn de EX. 
11. 2.4 Precipitacibn con s u l f a t o  de amonio [S.A.) y 
40 m l  de una preparsciirn de DEAE fueron preci- 
p i t a d m  par el agreQad0 de 17,2 ml de una solucibn saturada de 6.4. 
(30 % de aaturacfbn). Le precipitacibn fue llevade a cabo a W C  
durante 20 minutos, sl cabo de 1oe cuales le preparaci6n f u e  ce; 
trifugada a 10,000 x Q par 'I0 m i n .  E l  precipitado f u e  de~certado 
y el snhrenadante ( 7  volurnen) fue l l evado  a 60 % de saturacibn 
de S.A. pnr el afiedido de 0,75 ualhmenes de una so luc ibn  s ~ t u r a  - 
de de l a  s a l .  El pr~cipitado abtenldo despubs de l a  centrifugacibn 
fue dieuelto en aproximadarnente 1 m l  de buffer  8 y fue dia l irsda 
par 3 hs cont~a la misma soluci6n buffer .  Ls f raccibn d i a l f z a d s  
fue  aembrada en una cnlumna da Bio-Gel A 5 m (700-200 mesh) de 
0,9 cm de dihmetro por 80 cm de alto, equilibrada con buffer 1 0. 
5e recogieron fraccianea de 1 ml a una velocidad de 0 , 5  r n l  por 
minuto. 
11. 2.5 Enfoque isoel&ctricn en cape de Sephadex. 
Se u t i l i r b  el aparato marca LKB para la rea- 
l i zacmi6n  de enfoque isoelkctrico en capa delgada de gel granulz 
do (LK0 2117-501). €1 media eetabilizante del gradiente de pH esth 
conatituido par un l e ~ h o  de Sephadex 6-75 superfino preparadn de 
acuerdo a la# Pnstrucciones descriptas por el fabricante del a p s  
rain CIB6).  El gel de Sephadex c~ntenie anfalit06 (rango de pH 
de 4,O a 6,01 a una cnncentreci6n final del 2 % ( p / v ) .  La muestra 
( 3  ml de 8105) fue aembrada en el media d e l  gel de la manera deg  
-
crfpta en las  instruccinnes citsdas.  La corrida se realiz6 d u ~ a n  - 
t e  16 hs a una potencfa canatante de 8 W ,  rnanteniend~ el apsratn 
refrigerado a W E .  El voltsje y la i n t e n s i d a d  de carriente inicig 
t e  finales fueran 1050V y 3,5 mA raspectivamente. 
A1 f ina l i ser  el electroenfeque, se apltc6 una tira de papel What 
- 
man 3 MM sabre la auperficie  d a l  g ~ l ,  a la largo de la direccibn 
de la cnrrida. Esto  tuun par ohjato ahtener una copia d e l  patrbn 
de bandas proteicas enfocadae. E l  papel se dejb apuymdo sabre el 
gel  durante 2 minutas, tiempn en el cual se po~ibilit6 que perte 
de laa prat~inas del gel  difundieran a1  papel. Luego el papel 
fue socada en estufa a 8 W C  durante 10 minutos, f i j a d o  en una a~ 
lucebn de TCA a1 70 $ (p/v) y tefiidn en una ~ o l u c i b n  d~ azul de 
Coomassie R25C a1 0,2 % (p/v) hechs en metanol 40 % (v /v )  y 
do acbtica ?O % (v/v). Luego el papel Tue desteflfdo en la rnisma 
s n l u c i 6 n  s i n  colorante.  Una vez hecho esto,  el ge l  fue seociong 
do con la grflla de fraccionamiento apropfada (LKB 90 00 07611. 
Cada uno de lo8 30 compartirnentoa de la grilla Pueron vaciadaa 
con la ayuda de una eapgtula y su contenid0 depnaftado en c o l u ~ ~  
nitas de pl8eticn. Cad8 colurnna fue alu ida  con 1,5 m l  de H20 m i  
digndose el pH, la act iv idad de ciclesa y l a  cuncentracihn de 
p r o t e i n a ~  en lea fracciones nbtenidas.  
UE LAS ADENXLIL CICLASAS. 
111. 1 Ultracentrifuqaci6n en gxadfentes de sacarasa. 
Se prepararan gradientes de 5 a 20 % <p/v) de sms- 
rosa, hechnS en ague u dxido de deuterio (DZO) ennteniendn TRIS- 
HE1 50mM, pH = 7,4, merc~ptuetanal 1 mM, EDTA 0,s mM y N a C l  D,15M. 
Las gradientes  se foxmaron en t uhos  de acetatn de ce lu lnsa  corres 
pondientes a1 r o t o r  Beckman SW 56 y fueran sembradoa con U , 3  m l  
de una rnezcla qua cantenia la preparacibn enzfmhtica coxrespan- 
diente  y las siguientes p r o t ~ l n a s  marcadoras: cakalasa (hagado 
bovinn ) 0,1 mg/ml ; malato de h i d r ~ g e n a s a  ( cnrazbn porcino 0,01 
mg/ml; lactato deshiqlrogenasa (mfiscula de conejn) 0,03 m g / m l  y 
cftocrnmo C (coraz6n de c a b a l l o ) ,  2 mg/rnl. Lag cantrifugacianeq , I 
fueron realizadas a 45000 rpiil durante  16 horas, a 2 W .  AL fina- 
lPzar ls corrida se colectaron fxsccinnes de 0 , 2  m l ,  succinnanda 
desde el fondn del tubo con m a  csnula  conectsda a una bornba p~ 
r i s t h l t i c a ,  a una v e l o c i d a d  de 1 rnl/rnin. 
tracibn se real126 en una columna de Bfa-Eel A 0,5 m de dimensig 
nes ana l i t i ca s  (0,9 x 75 cm) equi l ibrada con buf fe r  B. La rnueetra 
aemhrada fue  una preparacihn de DEAE de teatfcula C7,0 ml, 3 mg 
de proteina pox ml). La calumna se eluy6 con el mismo b u f f e r ,  a 
una velocidad de q , 1  m l  par minuta. La tempesatura fue rnantenida 
en 40C y se recngieron fraccfones de 1,Ll ml. Protefnas marcadoras: 
fueron d a d i d a s  a la muestra las indicadaa en la secc~bn Ifl. 1, 
a las misrnas concentraciones, Se consfd~rb como valumen de exclu 
- 
sibn de la columna a1 v~lurnen de eluci6n del dextxana axul. En 
e.1 casa de l a  enzima de Nsurospora crasaa la preparacihn se fil- 
- -  -- lox 
trb pox columna de 010-Gel A 5 m dsscripta en la saccibn 11. 2.4. 
eon e l  agregedo dc lae prata$nas marcadoras indicadas an la se= 
cibn III .I y .de /l- gslactosida~a de Eachsrtchi~ colt e una can- 
centracf6n de U,05 mg/ml. E l  valurnen de sxelueih fue determins 
do uaando una suspenafbn de Rhizohlurn melilotl conteniendo 6 x 
0 10 bacteria8 por ml, s i g u i ~ n d n  la absorbancis a 660 nm. 
XU. CALCULO DE 106 PARAMETROS HIDRODINAMICDS Y MDLECULARES: 
XU. 7 Uolumen especifico parcial. 
El mbtodo usado rue deearrollarlo por Clarke (487) y M ~ E  
nier e t  a l  (qB8) para determinsr a1 volumen especf ff eb parcial 
de complejns de proteinas y detargentes, medtante el analisis de 
loa coeficientea de sedirnent~tcl6n en gradfantea de densidad he- 
c h ~ s  en H20 D20. El prlncipio d a l  d t o d o  ha sido descriptn par 
Edels te in  y Schachman (189) y se hesa en el catnhin en el coefi- 
ciente da sedimnntaci6n praducidn por el eumento de densidad do 
la solucibn, por el uao del D 2 0 m  
De acuerde con el trabaja de Mart in  y Ames (1901, la diatsncia 
r securrida desde el origen por cualquier mmcrornol&cula someti- 
- 
de a ultracentrirugacibn en un medlo (A = ti para H20 e - I = D 
pare D20) ea: 
donde ki es una constenta en un media de uns dada densidad para 
cualquier rnacramnl6cula con el miamo vnlumen especiffca parcial,  
S 2 ~  W es el coeficiente de aadimentacfbn de la macromel&culs de -
terminado en agua a ZOO&, 7 es el. valumen eepecif icn parcial y 
Pi es la densidad del medio - 1. 
Dedn que la dens idad  fi amenta linealmente a lo largo d e l  gra 
diente de sacarosa, se hsce una sstirnecibn promedieda de sse pa -
rhmetrn tornsndo su valor  a ri/2. Bajn estaa condiciones,  el 
error e n p i  es menar que el 0 , 5  %. Entonces, dsdos dos gradian- 
tes de sacarnsa realizados en HZO y en D20, resulta: 
stendo entonces: 
Dividiando a1 numerador y a 1  dan~minador d e l  segundn tgrmino de 
le i gue ldad  lf?l por rDkH, resulta: 
For otra ledo , la ecuacibn I 2 ] puede plantearse as5 : 
y segGn l a  ecuacibn da Svedberg: 
donde S y SD son 10s coef ic ientes de sedimentacibn aparentea de H 
term in ad^^ experimentalmente en H20 y DZO respectivamente , y H 
y @ D  les uisoooidades de la8 soluciones en H20 y D20 respectiva- 
mento, en la zone on que se ubica la macramolbcula snallrada. 
De l a 8  ecuaciones  ( 4 3  ,. C5) y [6] es entonces: 
La ecuacibn 173 es la utilizada para calculer el ; de l a s  adeni -
lil oiclaeas. SH, S D , o H  y o , ,  son datos ohtenidos  a partir d e  l a  
cnmparacibn de l a  mouilidad de la adenilil ciclese con respecto 
a l a  de 10s msrcadnres proteicns u t i l i z a d n s ,  an 10s gradientee 
de eacarosa en H20 y DZO y cuyos valoree num6rlcos serh presen- 
tadaa en l a  seccibn nResultadosu. 
Las densidadas J y 9 ,, fusran determinadas par gravimetria u t i -  
l l zsndo una nicr~pipeta de 5 0 ~ 1 .  
I U .  2 Radio de Stokes. 
El valor del radio da Stokes (g) Yue obtenido partir 
deL perfil de elucidn de la sctivided enzim6tica de la8 culumnm 
de Bin-Gal. El valor rue estimado de una curva del  volurnen de elu - 
cibn normalizado (Ve/Uu) versua el radio de Stokes, construide 
pars l a s  proteinas marcadoras de parkmetros moleculares c o n ~ c i d n s .  
IV. 3 Peso molecular. 
El peso molecular de la adenilil ciclssa Pua calculado 
donde N es el ndmero de Avogadro, a 20.W es la vietoeidad d a l  agua 
a 2OoC (1,100.10-~~/crn.se~), ee a1 radio da Stokes, SzagW es el 
coeficiente de sedimentacibn, ?T es el vclumen sspecff i c o  parcisl 
S 20,w ea la denaidad del agua a 20oC (0,9&El ~ r n ~ / ~ ) .  
IU. 4 Cociente frlccional. 
E l  cne iente  friecional Que calculedo usando loa parkme- 
tras molecularsa prevismente obtenidos (7, a, PHI de acuerdo 
la s igu iente  ecuaeibn: 
IU. 5 Per6rnetrns de 18s protefnas marcadoras. 
En la tahla  6 se resumen lua  parhrnetros moleculares de 
las protelnas marcadoras uaadas en las c e n t ~ f u q s c i a n e s  en gra- 
dientes de sacarasa y en las filtraciones en gel .  La t a b l a  fue 
confeccionada en hase a 10s datos ~eun idoa  pox Haga et a1 (191)- 
TABLA 6 : - Parkmetros hidrndinhmicos y moleculares de las proteinas 
marcadoras utflizadaa, 
CaEFICIENTE DE VOLUMEN RADIO 
ESPECIFXCO DE 
SEDIMENTACIDN 
- 
FARCI A 1  STOHE S 
PESO 
MOtECULAR 
LAGTATO 
DESHIDROGEN ASA 
MALATO 
DESHIDROGENASA 
ELECTROTOREGIS EN EELES DE POLIACRILAMIDA. 
U. 1 Sistema daanaturalfzante con SDS (192) 
Lns geles planos se armarun en una c e l d ~  marca 0 f ~  Rad 
mode10 220. Dirnenaion~a d e l  gel aeparador: 8 crn de alto x 1,5 mrn 
de espesnr . Composicibn del g e l  separador : acrilamida, 10 % (p/v) ; 
hisacrilamida, 0,2? % (p/v);  SD5, U , 1  % (p/v)q buffer TRLS-HE1 
pH = 8,8, 0,375 M; TEMED, 0,025 % (v /v)  y perzulfato de amanin 
CPSA), 0,033 % (P /V ) *  
Dimensiones del ge l  canc~ntradnr (porn grueso): 1,5 cm d e  alto par 
1,5 mm de espeaor; anchn de cada canal, 8mm. Cumposicfbn del gel  
concentradar: acrilarnida, 5 % Cp/v); hisacrilamida, 0,13 % (P/v); 
SDS, O , l  % Cp/v); buffer TRIS-HE1 pH 6 , B ;  0,125 M; TEMED, 0,05 % 
(v /v)  y PSA, 0, l  % ( p / u ) .  
Antes de ser anmetidas a la electrofnresis, las muestrns Puerah 
dia l fzadas  PDT 16 hs, a SnC, cuntra buffer TRIS-HE1 10mM, pH = 7,5 
contenienda NaCl 0,5 H y luego durante 6 ha contra l a  misma solu- 
cf6n buf fe r  s i n  NaCl. Laa mueatras fueran luego 
lentadaa por 5 minutas a I O O W  con une mercla desnaturalizante de 
( v / v ) ;  glicerol, 20 % (v /v ) ;  huffer TRIS-HCl pH = 6,8, 0,06 M y 
arul de bromafenol, 0,002 % (p/v) .  El volumen de la mues%ra a p l i -  
cada en cada cenal fue O,D5 r n l  c a n t e n i e n d ~  entre 10 y 100 g de  Y 
p r n t d n a .  El buffer de corrida fue  TRIS-glicfna 50 mM pH = 8,0 
conteniendo SDS al a ,1  % (p /v ) .  La electrnfnresis sa realizh a 
una intensidad de cnrrfente cunatante de 20 mA, durante 6 a 7 horas 
msntenienda la ternperatura en 15W. Las pratehas  para la calibr; 
ci6n de  loa pesas rnol~cularas fueron: fos far f lasa  b (rnhsculo de 
conejo) ,  albhrnina Csuero bovinol, ovnalbfimina (clara de'huelro), 
anhidrasa carb6nica (eritrocitos bnv inns )  e i n h i b i d o r  de  trfpsina 
(sojs) .  Los gelee fueron fijadoa y teiiidoa con una solucibn acuD -
sa que contenia 25 9b (v /v)  de metanol, 8 % (v/u) de 6cido e c k i  -
c o ,  y 0,2 % (p/v3 de azul de Caomsssie G a A 250;  y destafiidoa 
con la misma snlucibn s i n  colorahte. 
El t i p o  de celda utilizada y l a s  dimensinnes de lo5  gg 
les  separador y espaciador fueron 10s misrnos que para el eiste- 
ma desnaturalizante. Composicihn d e l  gel  separadar: acrilarnida, 
7 % ( p / v ) ;  bisacrilamida, 0,183 % (p /v ) ;  buffer TRIS-HE1 pH=8,9 
0,375M; TEMED, 0,028 % Cv/v) y persulrato de am~nia,  0,07 % ( p / v ) .  
Compoeicifin d e l  gel cnncentradnr: a c r i l ~ m i d a ,  2,5% (p/v);  hissc~il - 
amida, 0,625 96; buffer TRIS-HCl  pH 6,8, 0,677 H; TEMED, [1,a57 % 
C V / V )  y PSA, 1 ,05  % ( p / v ) -  
Las rnuestras dializadas y liofiliradas fueron resuspendidas en 
buffer de corrida conteniendo 20 % I v /v )  ds glf cerol y U,OD2 % de 
azul de bromofenol, la cornposicibn d e l  buf fe r  de cnrrida fue THIS- 
borato 50 mM, pH = 8 , 2 ,  EDTA, 0,05 % Cp/v). La ~lectrofaresia se 
11ev6 a cabo a 2D m A durante 6 horas. 
Los geles fueron tefiidoe y deateflidue con lae mismas aolucinnes  
descriptas para el aistema deansturalizante.  
V I .  ENSAYO DE LA ACTIVfOAD DE ADENILIL CICLASA 
Ccmpnsici6n de la rnezcla de incuhacibn: soluci6n buf fe r  TRIS- 
HE1 50mM, pH = 7,5; 3-izohutil-l metil xantina 0 , 2  mM; AMPc I mM 
Mn EL2 2,5rnM; b32~l  RTP 0 , s  mM (con une ectividad especifica 
que varfa  entre 50 y 200 cprn pur prnol); fosfocreatina 2 rnM,cre~ 
tina quinasa O , 2  mg/ml y f rsccidn enzimbtioa (50 R 200 yg de  pro  
teina). El volumen t ~ t a L  fue de 0 , l  r n l  y las incuhacianes fueran 
realizadas a 37QC por 3 a 10 minutes. La reaccl6n fue detenida por  
3 
el agregado de  0 , l  ml de una aolucibn que cnnkiene ATP 40 mM,L H] 
AMP c i c l i c n  ? 2 , 5  mM (act iv idad eapacifica 3.80CI cprn pnrprno l )  y 
par calentamLento de 3 min en un baAn de agua hirviendn (194). 
El AMP ciclico formado fue purif icado siguiendo ~1 pracedfmien- 
descripto pnr Salomnn et a1 (135). la base d e l  mktado cunsiste en 
separm el AMP c i c l i c o  radioactive de las nt ras  PusPatos nucleo- 
tidicas radi~activoa n nu (ATP, ADP, AMP, ?Pi, P i ]  a travbe de 
-I 
una resina intercsrnbiadnrs de cationes (Douex 5 0 ) ;  Ins H de la 
resina se intercambian con l a s  -NH + de  la adenina de l ~ s  f o s f a -  2 
tas,  E l  AMP c i c l i co  es el f inicn cornpuesta de fosfa to  parcialmen- 
t e  retenidn pnr  la resina, pues su carga pnsitiua Cadennaina) nu 
es  tutalrnente contrarrestada par la bnica carga negativa d e l  gr; 
pn f o s f a t o .  Luego d e l  pasade pox la Dnwex 50, el AMP c ic l ico  es 
adicionalmente pur i f i cadn  en una cclumna de al6mina, que retiene 
*I 
a t ~ d o s  l o s  fnsfatns etn cnntaminantes. 
En esta calumna el AMP c$cllco no se retiene a pH neutro. 
Lns pasas de la purif icacibn del AMPc se detallan 8 continuacibn: 
Una vez detenida la reacci6n, se agreg6 1 m l  de H20 a la muestra 
y se sembrb en une colurnna de resina Dowex AG 50 W-x 4 (200-4tln 
mesh3 f nrma H+ de 4 crn de largn por 0 , s  crn de dfbrnetro interm. 
Despubs del pasaje de la muestre se lav6 cnn 5 ml de HZO en dos 
etapas, una d~ 1 ml y okra de 4 ml, deacart4ndnse lus kluidos. 
Luegn se pasaron 6 m l  de H20, recngikndose el eluido directamen 
t e  enhre una colurnna de alhmina neutra (3 cm x 0,5 cm) previa- 
menfe equi l ibrada con buffer hidarol -  hC1 0 , l  M ,  pH= 7,5.  Una 
ver paaadcs lo8 6 r n l  par l a  calurnna de alhrnfna, y h a b i b n d a s ~  des -
echadn el eluida carrespondiente, ae lavb esta colurnna con 1 r n l  
de buffer hidaznl-HE1 y luega cun 4 ml del misrnn huffex,  reco- 
gikndase el eluido en frascns de centelleo l i q u i d o .  La r~dioacti - 
v i d a d  se rnidib segbn el rngtndo de Bray (196), afiadiendo a 10s 
frascns 13,5 r n l  de la rnezcla centelleadora (naftalena -dioxsno). 
Las lecturas se hicieron en un contadax de centellen l t q u i d o  mar -
ca Packard rnedelo 574 can los s i g u i e n t e s  parhmetras: pera 3~ (el 
AMPc t r i t i a d n  agregado a1 f ina l i zar  l a  incuhaci6n permite cslcu- 
l a r  el % de ~ ~ c u p e r a c l b n  d e l  AMPc despuks  d e l  pasaje por l a s  co -
lurnnas), 60 % de ganancia con ventana entre 50 y 300; y para 3 2 ~  
5 $6 de ganancia,  con ventana entre 300 e w .  Las recuparacfonea 
usualmente oscilaron entre un 50 y un 80 %. 
VII. 1 Tratarniento de  lae muestras de tejida para el enaayo 
da AMP ciclico. 
Trnzos de testiculos decapsuladas f u e $ ~ h  incubadas 
a 37W coq agitaci6n en frascos de uidrio con 2 r n l  d~ Media 19g ' 
CGfhcol ajustedu s pH = 7,4, y contenlendo 3-isohutil-I-rneti l  
xantina e una concentracibn de 0,1 r n ~  mks lesl noncentracianes in -
dicadas de 1-T3. Antes de l a  incuhecidn, lm frascos fueron ga- 
seados con una rnezcla de  02-C02 (95:5, v/v) .  A las tiempas indi -
cadns , las  muestraa de  t e  j i d o  f ueron rkpf damente transf eridaa a 
tuhos de v i d r i a  de c ~ n t r i f u g a c i 6 n  (Sarvall; 13 m de digmetro in 
- 
terns par 100 mm d~ l a r g a l ,  que contenian 1 r n l  de 6cido t r i c la ra  
- 
3 
c g t i c o  frib el 12 % y 25 pmoles de r H] AMP c ic l i co  (alrededor 
de 5 . 0 m  cpm), Luego, lss rnuestras fueron brevemsnte sonicadas 
pars disgregar el teJidn y pasteriormente centrffugadas a 6.000 
. - 
rpm durante 10 mfnutoa. Los Fluidoa eobrenadantes de esta centrf 
- 
fugacibn f ueron extracdos cinco veces con cinco vnlbrnenes de &ter 
sulfhricn cada v e t  y despugs l i o f i l i z a d n s .  
Paralelamente Ics precipitadas  de la centrifugacibn anterior fue  
- 
rnn d f s u e l t a s  en 2 r n l  de  HCMa 1 N con el f i n  de determinar su cop 
centracibn proteica. 
D~apuhs  de la liofilizacibn, el msterial fue  resuspendido en 2 r n l  
de buffer  acetata de sodin SDmM, pH = 6,2. Alicuntas de 0 , 4  m l  de 
esta reauspansi6n fueron di lu idaa  en 5 r n l  de la mercla centellea- 
dnra de Bray y se deterinin6 la radioact ividad presente en e l las .  
Les recuperaciones fueron de alrededor d e l  7U %, 
V I I ,  2 Ensayo del ~nntenida del AMP cfclico en las rnuestrse. 
Se tumaron alecuotas del material liof ilizado y resus -
pendido y fueron d i l u i d a a  en 3 y 9 volhrnenes de  buffer a c ~ t a t a .  
De estas d i l u c i o n e s  se tomaran alicuotas de 5 y 10 )11 que fueron 
d f l u i d a s  en la rnisrna aalucibn buffer pero a una cancentraci6n de 
0 , l  M. Finalmente estss di luc iones  fueron acatiladas de  acuerdo 
a1 pracedimiento descripto por Frandsen y Hrishns (?971. Laa mues -
tres acet i ladas  fueran entoncea sometidas a1 radioinmunoensayo 
aiguiendn la metodolagia desarrallade pox Steiner st a1 (198, 199) 
u t i l i z ~ n d o  10s reactfvos provistas por New England Nuclear. Ba ja  
estas condiciones,  el msayn detecta cantidsdes de AMPc que osci - 
l a n  entre  5 y IUD frnolea. 
Cada una de l a s  d i l u c f o n e s  indicadas de l a9  rnuestras fue anal iza-  
ds pox dup l i cado ,  
VIII . ENSAYD DE UNION ( "bind inqU)  DE I TRIIt3DOTLRORIINA A RECEPTURES. 
Cornposici6n de la mezcla de incubacibn: buffer fns fa to  de 
sodio 5UmM, pH = 8 , O ;  ~ ' ' ~ 1 3  L-T3 5 . 4  nM (alrededor de 100.000 
cpm to ta les )  y aproximadarnente 0 , l  my de preparacibn proteica.  
E l  volumen total fue  de O , l  ml y las  incubaciones fuernn r~ali- 
zadas a 2OaC ppr 75 rninutos. AL fin de este perindo,  cada muestra 
f u e  sernbrada inmedlatam~nte en una calumna tie Sephadex 6-25 f i n o  
( 1,2 m l  de volurnenarnuert& mantenida e 4oC y que praviamente hahis 
a i d o  equilibrada can buffer f a s f a t o  de aadio SOrnM, pH = 8 .  tas 
cnlumnae de Sephadex 6-25 se arnaren en jeringaa plhsticaa de 2,51111 
.area Rivern. Unq vaz pasada la muestra, ~ a d a  culumna fue eluids 
en f r h  cDn 1,s ml de la mima solucibn buff ar, y ae determinb 
la redi~actividad en el e l u i d n  en un cantador de rsdiacfbn gamme, 
marca Beckman, nodela bOOU. La base d e l  rnbtodn de determin~cibn 
dex 6-25, conslste en que la hormna rsdiaectiva urifdm a macrom2 
lbculas se excluye de la calumna rnientras que la hormnna llbre 
a1 interaccianar con el m p o r t e  es retenida parcielmente (139)- 
En l a  fiqura 18 se observe un perfil d~ eluci6n t fpico en Sephs- 
dex 0-25, de la rqZ5~] L-T3 l i b r a ,  y unida H protetns. 
. .. -- -- - 
FRACC~OIN 
FIGURA 7 8  
pairaLel.arnente incubada con el ag~egado de tri iodatironina na ra- 
dioac t ive  a una concentrscib,n de M. Los result ad^^ se expre -
$a rm cnmc maw3 de ~rfiod~tirahina unida espac%ficamente, y 6atn 
c i a  de L-T3 ~ o - ~ M )  y is mssa inespeclficame,nte unida (en presencia 
de L-TJ 1CId4Fl). Las constantes de unibn fueron calculadas s i g u i e ~  
do el rnhtndo de Scatchard 1200). 
I X .  1 Determinacibn de prateinas: Se realiz6 pnr el rngtodo 
d e  Lowry y calabaradares (20A) usando alhirmina sbrica 
bovina cr is ta l ina  coma patrbn. La cuantif fcacibn de proteinas en 
las fracciones nbtenfdas de  10s enfoques isnel&ctricos se hizn sy 
guiendn l a  ahsorbancia a 280 nm. 
IX. 2 Deterrninaci6n de DNA: Se realizb por el rnhtodo de 8u; 
t u n  (202) utilizandn DNA de tima de ta rnero  coma pa- 
IX. 3 Determinacibn de l a  pos ic ibn  de  lae prateinas marcado- 
ras  en 10s qradientes de sacaraaa y en l a s  columnas de 
Bin-Gel : 
Citocrnmo C: Fue medida par au absorcfbn en la banda 
de Soret (4lUnm). 
Malato deshidrnqenasa: Se midi6 su activfdad por el cnnsumo de  
i 
NhmDH, en presencia de oxslacetato , s ipuiendo la desaparicibn dd 
su absnrbancia a 340 nm segbn l a  deacripto en el Manual de enzi -
lac tat^ deshidrnqenesa: Se midib su actividad por el aonsunm de 
MADH en presenciq de pirumto, del mismn mado que para la malatn 
Cakalasa; La activfdad fue hedfda sfguiendo La de~aparici6n de 
H202 por la oonueraibn de induro a indo, de aouerdo el rn6toda de 
Terenzi et a1 (204). 
p galactoeidase : La a c t i v i d a d  f ue rn~dida usanda 0-nitrof mil-fi - 
D-galactapiranbsidn cnma austratn, siguienda el mbtodo descripta 
en el manual de Wnrthingtnn (203). 
fX. 4 Determinaciones variaa: La cnloracibn de 10s gelee para 
detectar la presencia de glicoproteinas Creacci6n de  
PA51 fue realizada segbn el mhtodo d~ Fairhanks e t  a1 (2051, 
La caracterizaci6n d e l  austxato y pruductos da las  mezclas de  ic 
cubacihn de la a d e n i l i l  ciclasa se hfrn p m  cramatagraffa en ca- 
pa delgada (206) a cramatagraffa en papel  C2n7)- 
La actividad de fnsfodiesterasa de AMP c%clico (hado km) f u ~  en -
aayada seghn a1 rngtodn descripta par Terensi - et a1 { ? B D ) .  
X *  REACTIVOS UTILIZADUS. 
La creatina quinasa y la l a c t e t o  deshidrogensaa (ambas de rnfiscu -
In de coneja3 fuernn obtenidss  de  Boheringer. La toxina del c6lg 
ra ,  la sacerosa y el su l fa ta  de arnonio fuerun obtanidos de 
Schwartr-Mann. t o s  sfguientes reactfvos Pueron provistos por  Siq 
ma: ATP, AMP c%cllco,  creatina fosfato,  alhrnina neutra, cito- 
crorno de curazbn de cehallo, malato deshidrogenasa de coraz6n 
porcino, cstalasa de higado bnvino, L-TJ, L-Tq, TR IAC,  MIT, DIT ,  
dextran~ azul, bxidn de deuterin,  albGrnina skrfca bovina crista- 
linb, TRIS, GTP, GPPCNHIP, NAD, NADH, azul de Coomassie G y PHSF. 
Los ; s igu ien te s  reactivos fueron prouistns p a r  B i n  Rad: hidroxi lapa -
tits (Bin-Gel HTP), c e l u l ~ s a  en pnlvo  (Ce l l ex  410), resina AE 50W-X4 
(200-40il mesh) , Bin-Gel  A 0,5 m (t00-200 m e ~ h )  , Bin-Gel  A 5m (100- 
200 mash), acrilamida, N,N'-metil6n-hfsacril~mid~, N, N ,  N t , N '  te-  
t r amet i l  e t  f lendiamina , dndecil sulf s ta  de  sodin, g l i c i n a  y DEAE- 
celulosa (Cellex Dl. El 0-nitrofenil-A-0-galacthsfdo fue obtenidn 
d~ Woch-Light, La 3-isobutil-I-metilxantina fue p r o v i s t a  por A l d r i c h .  
125 3 C 11 L-T3 t H AMP oiolic~ y el con junta de reactivos para ra- 
dioinmunoensayo de AMP ciclico fuercn proviatos pox New England 
Nuclear. El azul de Caomassie R 250 fue obtenlda da Fluka. E l  can -
j u n t u  de proteinas de  ha& peso mnleculsr para cal ibracibn de  qeles 
de  poliacrilamida fue p r o v i s t a  pox Pharmacia, y lae placas de pa- 
t o a  par Baker y el Centro Radioquimico (Amersham) respectivamente. 
RESULTAWS Y DISWSIDN 
I. PURfFICACION Y DET€RMINACION DE LOS PARAMETROS MOLECULARES DE 
LA ADENILIL CICLASA DE TUBULOS SEMINIFEROS. 
I. I Cromatoqraffa en columna de DEE-Celulnsa. 
a E l 1  primer paso de purif  f cacibn consistib en crnrnetograf iar 
un sohrenadante de 105.000 x g en una columna de OEAE-Celulnaa. 
Los detalles experimentales de eate procedimiento fueron deacrip- 
tas en le seccifin de Materiales y WBtndos. En la F i ~ u r a  19 uemos 
el per f i l  de elucibn d e l  material sembrado en la columna. La set& 
vfdad enzimbtics eluyb comu un irnico p i c ~  a uns concentraci6n de 
NaCl de 0,25 H. No se detect6 act iv idad de ciclasa en las fmccig 
nes cnrreepondientgs a1 lavado de la columna. En cuantp a1 perfil 
de elucibn de La prnteina, &ate mnetrb un gran pica que se excluya 
de La columna con el lavadn en el que ae encuentrn l a  maynr parte 
de la hernoglobina presente en el sobrenadante de 105.0fl0 x g, y ng 
merosos picas  incluidos en la calumna, que eluyen a psrtir de una 
concentreci6n de NaCl de 0,15 M. 
La a d e n i l i l  ciclasa eluy6 de la calumna de EAE con una 
actividad especifica ds 30 pmales de AMP ~iclieo/minut~/mg de prg 
t e lna .  Este valor es aproximadarnente 5 veces mayor que ~1 corraspnn 
- 
dien te  el sobranadante de 105.000 x g. 
Adfcinnelmente ae e s t u d i b  la a c t i v i d s d  de fosfodfesterasa 
de AMP cicl icn en les d i s t i n t a s  fracciones de le columna. Esta en- 
ECU YEN TE ( m i )  
F i g u r a  19:- Crnrnatoqrafia en columna de DEE-celulosa de un Sln5 
de t e s t i cu lo .  a ,  actiuidatl de adenilil ciclasa; 0 
proteins. 
. Laa f lechas indican l a s  fraccicnes combinadas a u t f l i  -
zarse en el paso de purificacf6n siguiente. 
rima racih enmienza a eluAr a una ccncentraci6n de NaC1 cercana 
a 0 , 3  M (resultadus no mostrados), 
I. 2 Precfpitacibn con s u l f a t o  de amonio y crornatnsrafia en Bin 
E e l  A 0,5 m. 
La preparacidn' de D E E  (cornbinscihn ds 18s f raccibnen cnn 
mayor act iv idad de ciclasa) fue sometida s precipitacihn fraccio- 
nada con su l fa to  de amonin y el precipitado currespondiente a1 car -
t e  30-60 % da saturaci6n f u e  resuspendido, dializada y cromatogra -
1 I , L 
ffada a travbe de una columna de Bin E e l  A D,5 rn. El perf i l  de eeta 
columna puede ohseruarse en la Fiqura 20. La activfdad de  ciclasa 
eluye en un p i c o  sim&trico con una constante de e luc idn  kEl (volg 
men de eluci6n/ vnlumen de exclusi6n) de alrededor de 1.8. 
E l  mayor problema planteadn en los pasas de purificacibn 
hasta aqui enumerados fue l a  pkrdida de  actividad enzimbtica. Ma se 
l n g r 6  mejorar la rscuperaci61-1 de  la a c t i v i d a d  ni po r  el agregado 
de g l i c e r o l  (hasta un 3ll % v / v ) ,  ni par un aumentn en l a  cancentra- 
ci6n de /) rnercaptoetanol en el buffer de elucibn. Dehido a es ta  d l  -
f icul tad,  10s dos primeras pasos dehieron 5er realizad~s en menas 
ds 30 hs. 
Con el abjeto de encnntrar un rngtndo que permitiera nbtaner 
un grado mayor de  pur i f i cac ibn ,  la prepsracibn de Bin  Gel fue ~ n m e  - 
tida a diversas t i p o s  de cromatografis de a f i n i d a d .  Se ensayaron 
columnas d~ azul-dextrsno-Sepharosa, Cibecrun-azul-Sepharosa, 1-tri -
iodotironina-Sepharnsa y ADP-Sepharosa. En t n d n s  e s t n s  casos 10s 
ELUYENTE ( m ! l  
Figure 20:-  Crnmatografia preparative en columna de flio Eel A O,5m 
de una preparacibn de DEE de tsat~culo de reta, frar- 
cfonada con su l fa to  de monfo. 
, actividad de edenilil ciclssa; 0 , proteina. 
Las flechas indican las fracciones combinadas a u t i l i -  
zarse en el paao de purif icacibn s i g u i e n t e .  
resultados Pueron fnfructunaos ya que la ac t i u i ded  de ciclasa no 
quedaba retenid0 en las colmnas sin0 que e l u h  con e l  lavadm a 
haja  fuerza ibnica Juntn a1 refito 'de  laa  proteinas de l a  preparg 
ci 6n sembr ada , 
I. 3 Enfoques i soelhctr icos .  
Con el Pin de determinar e l   punt^ isoelkctrico de l a  ade- 
nflfl ciclass, una alicunta d e  una preparacibn de Bfa Gel fue aomg 
tida a un enfnque iaaelOctricn en  alumna can un rangn de pH de 
3,5 s 10,0 unidsdes.  Este experiment0 preliminar mostrb que la ac- 
t l v i d a d  de ~iclasa enfocaba on un 8610 pico  a pH = 5,3 coincidente 
can un pico de pratefna qu~t representada un 6 % de la proteins s e ~  
brada en la columna. El 94 % restante de prateine enfoceba en el 
extremn gcido dal gradiente de pH. Este resultado permiti6 selec- 
cinnar 91 electraenfaque como un buen rn&toda para la purfficaci6n 
de la enzima. De este menera, se sumet ib  a lapreparacibn de Bio-  
Gel a un enfoque isnel6ctricn entre pH 4,O y 6,O. LOB reeultsdoa 
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de este experimento ae deta l lan  en la Flqura 21. La a c t i v f d e d  en- 
zirnhtica enfocb en un 8610 pico ,  campletamente reauelto d e l  reato 
de l a 8  proteinas localizadae en la znna hcida d e l  gradiente.  S i n  
embargo, la electrnfaresia an gel de palfacrilamida con SDS d a l  pA 
co de ac t iv idad  de eae electroenfaque revel6 l a  existencia de va- 
rias handas t e i i d a s  can azul de Coomassfe, cuyas movilidades curres -
pondian a pesos mnleculares ds alredador de 700.000; 8O.DOO; 69.000; 
52.000 y 43.00a ( f igura  2 2 ) .  
Fiqura 21:- Enfnque isael6ctricn de una preparacibn de BSoGel frag 
cionada cnn aulfato de amonin y dialirada. 
Rangn de pH : 4,O-6,0. a , pH ; a, actfvidad de a d e n i l i l  
c ic laaa;  0, proteins. 
Ffgura 22:- Electro- 
f oresis 
en gel de polfacril-  
amida can SDS de la 
fracci6n de m6xirna 
actiuidad de adeni- 
lil ciclaaa obteni- 
da en un enfoque i s o  
- 
~18ctr fco  entre pH = 
4 , 0  y 6 , O .  Se aembra 
ron 10fl pg de p r ~ t e I  
na. La concentracibn 
de scrilarnida en el 
g e l  es 7,s % (p/v). 
Ls ac t iv idad  e n z l m b t i ~ a  recuperada a1 f i n a l  del electraen -
foque Pue muy escaaa Cablo un 4 % de la aet iv idad sembrmdal. 
En v is ta  de lo8 resultadoa obtenidos eon el rango de pH= 
4,Q-6,0 y teniendo en cuenta que se eonocia can eierta precisfbn 
el puntu iaoelfictrf cc da la enzima, se decf dib  abordar la purifi- 
caci8n mediant~ un enfoque isoelbctrfco en un rangu m6s eetrechn 
de pH. C5,0-5,6). La solucibn de an~olitos para este sxperimanto 
fue  prepareda de acuerdu a In dascripto en Matarfalee y Hbtodos. 
Le Figure 23 muestra el perffl de elucibn de la columna de electr~ 
enfoque en dichn rango. la enzime sarnhrade corresponde a una prep!- 
racfbn de Bio-Gel. La actividad e n z i d t i c a  presenta un p i c 0  princ& 
pal que enfoca B pH = 5,s y un p i c 0  minoritario que enfoca, cnn la 
mayor psrte de la protefna, en el extremn Beido. 
A 1  someter el pico  de actividad enzimatfca a eloctroforesis en gel 
de polfacrilamida cun SDS, BE nbservb la presencia de una sola b a ~  
da pol ipept id ica ,  tanto en geles cnnteniendo 6,s % (p/u) (Fiqura 
24) cnmo 70 % (p/u) (Figura 25) de acrilarnfda. 
-
En ambos geles puede eatimarse un peso moleeulas aparente de 69.000 
para la banda po l ipept id i ca .  La Fiqura 26 mueatra l a  curva de call - 
bracfbn del g e l  de poliacrilamida a1 6,5 % (p/v) y un berrido den- 
sitamitrico a 530 nm d ~ l  canal 4 d e l  mismo ge l ,  te?iido con azul de 
Coamaesie R 250. Puede confirmarse la presencia de un h i e n  pico 
de absnrcihn mayaritario correspondi~nte a1 pesn molecular i n d i q  
do. Pnr otra parte, un gel  sfmilar al de l a  Figura 25 fue aametfdo 
Fiqurs 23:-  ~ n P b ~ u e  isoellctricn de una preparacihn de Bin-Gel frac 
cionada con sulfato de arnanfo y dializada. Ranqo de PHT 
5,O-5,6. 10s sfmbolos son 10s rnismos que en l a - ~ f  
21. 
Phb 
Fiqura 2 4 : -  Electroforesis en gel de poliacrilarnida con SO5 de alf 
cuatas de varios pasns de pur i f i cac ibn  de la adenililc 
ciGleaa de testicula . 
1. proteina marcadnra, 2.preparacibn de DEAE ( 100 pg 
de proteina) ,  3 .  preparacibn d~ B i r r - G e l  CSapg de pra- 
tefna) y 4. pica  de a c t f v i d s d  enzimitica d e l  electroen 
d 
ftlque entre pH 5,0 y 5,6 ( 1 0 ~ 4  de proteina). Phb = fos 
- 
prilasa h ;  HSA, seroalbGmina bovina; y OVA,  ovcalb6mi- 
na. La cnncentraci6n da acrilamida en el gel ss 6 , 5  96 
(p/v)  - 
Fiqura 25:-  Idem fi ura 24. La cnncentraei6n de acrilamida en el 
-r gel es ?O p/vl, CA, anhidrasa carhdnica y STI, in- 
hib idor  de tripsina de soda. 
Otres ahraviaturas, iguales a l a s  de le figura 24. 
Figura 26:- Barridn dansitornbtrico a 530 nm d e l  canal 4 d e l  g e l  
rnostradn en la f i gura  24 y carrelacibn can l a  curva 
de calibrsci61-1 de  dicho gel. 
a la reaccibn de PAS (oxidacf6n can periodata y coloracibn con el 
reactivo de Etchiff). No se cbserv6 t inc idn  alguna en la zona cnrres -
pondiente a la bsnda de 69.000, lo cual lndicaria la ausencia de 
carbohidratos asociadoe a dichn pol ipept ida .  
La act iv idad enzimdtica recuperade en el pico de electro- 
enfnque en rango de pH estrscho fue un 2U % de la actividad sembr~ 
da, o sea, cuatro veces mayor que l a  recupexad8 en 10s electroenfo- 
ques en rangns de pH mhs amplios. La act iv idad sapeciFic8 de adenA 
151 clclaaa en 1s fraeci6n picn dal  bltirno pasa de purificacfhn fua 
de alrededor de 12 nmol de AMP cicl ico producida por rninutn pur rng 
de protefna, 10 cual represents una purfficacibn de 1700 vecas reg 
pectn d e l  S 105.(uer tabla 7) .  
TABLA 7 
Purificsoi6n de la adanflil ctclasa de tbbulna aeminiferos de rata. 
FRACCI ON 
PHOTEIN A ACTIUIDAD DE ADENILIL CICLASA 
TOTAL TOTAL RECUPERACIOIU ESPECIFICA PURXFJCACION 
(mg) (prnnlee/min) % (pmoles/min/ (veces2 
e - Las fracciones pfco fueron marcadaa con rleches en les figusas 19 
20 y 23. 
b - La concentracidn de protoina fue  estimada pox harrfda denaitom0tri- 
co a 530 nm de 10s geles da pnliacrilamida teflidas eon azul de Coo- 
rnassie R 250, usanda a l b h i n a  sgrice bovfna conlo .patrbn. 
Dada l a  act iv idad  especifica extremadamenfe baja encontra- 
da en la fraccidn picn d e l  GLtima pasn de puriffcecibn, cahen dos 
p a s f h i l i d a d e s :  
I) - A travba del proceso de purff icacibn y princi- 
1 
palrnente en la etapa d e l  enfuque fsoel6ctrico la enzima va perdien -
do act ividad frreversiblemente. De esta manera, la banda pol fpept f  - 
dica de 69.000 p o d ~ i a  representar en gran prnpnrci6n enzirna inac- 
t i va  y en mennr proporcihn, rnol6~ulas de ciclssa que cnnservan atlo 
su actividad catalltica. 
2) - La banda de 69.000 observada en loe geles carrea -
ponderfa e un contarninante presente en gran concentraci6n en la f r a ~  
ci6n picn d e l  enfaque Isoel8ctric0, s i ~ n d o  la banda correspondiente 
a la ciclasa, una banda minoritaria casi  no observable en dichns gg 
leg. Se rea l izaron diversos experimentus con el abjeto de discernir 
entre l a 5  dos pnsibilidades: 
- En primer lugar, se caracterizaron l a a  poductns de  l a  reaccibn 
de ciclasa cstal izada por la fraccifin picn del electrnenfoque pnr 
cromatagreffa en papel seghn lo deacripto en Materiales y W&tndos. 
E l  AMP cielicn fue la bnica suetancia radioactfvs producida, tanto 
en presencia coma en ausencia de aistema reganersnte da ATP, o de 
AMP cfcllco y 3-isobutil-1-matfl-xantina en la mercla de reaccibn. 
Ademhs, la cantidad mhxirna de AMP c ic l ico  p r o d u c f d ~  par esta prepa- 
racf6n enzirn6tica no se uio modificads pox la nmisibn del sistema 
r~generante de AT?, AMP ciclfcn inhibid~res de la fnsfnd9esterasa 
en l a  mezcla de reeccibn.  Estns resultados indicarian que la frac- 
c16n pico d e l  enfoque is~elictrfco carece de ntras  actividades en- 
zimhticas dia t ln tas  de la ciclaas, capaces do utilizar a1 AT? como 
substrato (u .g. ATPasa) , as i  coma de fosfodiesterssa de AMP cicli- 
- Se realizb una electroforeeis en  el de poliacrilanide en condi- 
cionee nD desnaturnlizantes (ver Hateriales y M6tndos) de una a l f -  
cuota de la prapsraci6n de Bia- Gel. Una vez f lnal izada la eorrida, 
e l  gel fue cartedo en 30 tr0zn8 de 0,25 cm y la protefna de cads 
trozo fue eluida con bufrer THIS SO mM, pH 7 , 4  cnnteniendu DTT I m M .  
La fraccibn eluida que t e n f a  a c t i v i d ~ ~ d  de adsnilil ciclaaa fue so- 
metida a electroforesis en gel  de polfecrilmmids con SPS (condicio- 
nes desnaturalizantes) y se obsarvb que prasantaba una Gnica banda 
tef l ida cnn azul d e  Coomassie R 250 con una movilidnd correspnndien -
t e  a1 peso moleculer de 69.000. Eete experiment0 demuestra que, s; 
guiendo un metodo analitica de purificacibn de pr i nc i p i o s  diferen- 
t e s  de 10s d s l  electrnenfoque, la fraccibn con actividad enzirnbti- 
ca tambibn eat6  ssnciada a un Gnica pnl ipbpt ido  de peso molecular 
69.000. 
- Se enmbinarnn 18s fraccionea con act iv idad enzimhtica de un sn- 
foqus isoelbctrico igual a1 descripto en la fiqura 23, se d i a l i z 6  
y lfofilizh- E l  liofilizadu fue reeuspendido en un minimo volumen 
y snmatido a un nuevo enfoque isaelbctrico entre pH 4,0 y 6,O an 
laa misrnsa condicionas que lss descriptea para el experlmento de 
.& * 
l a  Fiqura  22. Cada una de l a s  fracciones del pico  can ac t iv idad  
de a d e n i l f l  ciclasa fue corrida en electrofnxesis en g e l  de p a l i  -
acrilamida con SDS, Los resultados pueden observarse en le Fiqu- 
ra 27. Eete experfmento dmueatra que la asociacibn entse la ac- 
-
F i q u ~ a  27:- ElectroPor= 
sia en ael. 
de p a l f  acrilamida (70% 
p/vj  can SDS de cada una 
de l a s  frscciones can 
actividad snrirn6tica de 
un re-electroenfaqu-e en 
columna de la a d e n i l i l  
cfclasa de test%cula.En 
la parte infer ior  d e l  
gel se encuentran 10s 
valares de ~ctividad en -
zfmhtica de cada f rac- 
ci6n sembrada. 
t i v i d a d  ~nz im6t ica  y el pnlkphptido de 69.00fl ae mantiene a h  deg 
pu6s de un nusua paed dr puriPicaeibn y ,  In que ee mhs importante, 
que existe una corralacibn entre l a  cantidad de pnlip6ptidotprese~ 
te en el q ~ l  y l a  actfvidad enzim6tfca de la mvestra sernhrada. 
- Por bltimo, cabe destacar que tudos 10s geles Puernn tefiidos d~ 
rante 16 ha con azul de Caomassis R 250. Este eolarante es el mbs 
adecuado en los casos en que las prnteinas esten presentes en el 
g e l  a muy bajas concentrpianes (208) ya que permite detectar bafl 
das de hasta U,5 )lg de  proteins. En el casa de que l a  ciolasa  f u e  -
ra un pept ido  no d ~ t e c t a b i e  par tincibn en el g e l  de la Figura 25 
distinto d e l  phptido de 69.000, la enzirna deberia estar presente 
en la fracci6n pica del electr~~nfoque n una concentracihn menor 
de O , l  p g  de proteina/rnl. 
Las e v i d e n c i s s  pr~sentadas anteriarmente, sumadas a1 e s t u d i o  de los 
parhetros  h i d r c d i n h f c o s  y moleculares de la a d e n i l i l  cic lasa que 
se describen en la secci6n s i g u i e n t e ,  permitirfan optar par la p r i  -
mera de laa das p n s i b i l i d a d e s  planteadas en la phgina. Eata e5 
que l a  a d e n i l i l  c iclasa so luble  de tes t i cu la  e s t 6  c o n s t i t u i d a  por 
I. 4 Pargmetros moleculares e hidrndinhmicos de la a d e n i l i l  ci- 
clasa. 
I.  4.1 F i l t x a c i 6 n  en qel. 
La F i q u ~ a  zB' nuestra el perf11 de eluci6n de una m- 
Fiqurs 28:- Crnmatograffa en calumna enslitica de Bfa-Eel A 0 , 5  m 
ds una preparacibn de MAE. 
El grbfi.cn incluido mueatra la rela~ihn antre la k y 
10s radioa de Stoke. pars las diferentes proteinaselmar -
cadoras (a) y para la ciclasa (0). BD,. azul d~x t rhn ;  
C, catalaaa; L, laetato deshldrogenasa; PI, maleto deahi - 
drogenasa; y Cc, citncromo c. 
p a r a ~ i o n  de DEE de  la adenilil ciclssa de t e s t i c u l o  cromatnyrafia -
da en una columns enalit ica de Bio-Gel A. 0,5 m. Las Qlechas indf- 
can la posici6n de l n s  picos de l a s  proteinas marc-adoraa. La enzi- 
ma eluyd seghn una canstante k el= 1,8, corresp~ndiente a un radio 
d e  Stnkes de 4,0 hm, slrnilar a1 d e . l a  malatu deshidrogenasa usada 
como marcador. Puede adern& ~bservarse  que existe un pequefia picn 
de a c t i v i d a d  enzimktica cu9ncidente con el unlurnen de exclusibn de 
la calumna. E s t ~  pico podria representar agregadns de Taa rnnlgcu- 
laa de  cf claaa entire sf a can atras proteinas presentes en' la pre  -
paracihn de DEAE. 
>g v> Con k$',*@&~to de cnnocer e e f  Sciente de aedfrnen +&?# -. - 
taai6n ( S p a , w )  y el  volumen especif icu percia1 de la enzima 
se realizarnn centrifugacfones en gradientes de aacaroaa hechna en 
H 0 a en D 0 .  Lns resultadoa sun mastredos en l a  Fiqura 29. Tanto 2 2 
en H O como en D20 la ciolaaa sediment6 generando un pico sirnstri 2 - 
cn. El experimento rnustrado en la fiqura 29 cnrresponde a g r a d i e ~  
tss sembrados con una p-. LOB r e s u l t a d n ~  abteni -
do8 sernhrando una preparacih enzimhtica ntga purif icada (hidrnxik 
apat i ta ,  ver Mat~rialee y Mktodns) fueron cualitatfvamente s i m i -  +* 
lares. En Is. curva ZE ~all ibracibh ineerta en la Fiqura 29 se grafi -
cb .L&;u&etancia recorrida par cada prateina marradora deade el 
at', - . . 
barde superior d e l  gradiente h$sta la p ~ s i o i b n  al~anzade  a1 fins- 
< ' + .  . 
l f z a r  la centrifugaci6n ( r )  en func ibn  d e l  coeficiente de sedimen 
- 
tacibn IS). 
Fiqura 2 9 : -  Centrffugacf6n en qradiente de  densidsd de  sacarosa d~ 
una preparaci6n de DEAE de l a  adenilil ciclasa de tes- 
ticulu. 
10s gredfentes fueran hechas en H O o en D 0. En el i n  
-
serto se graf ich  la rnoui l idsd  en Funci6n dg l a s  cons- 
tantes de eed im~ntac ibn  para laa  prateinas mascadaxas (0) y la c ic laaa  (0). 
Leo abrevfaturas usadaa snn i gua le s  a 18s de la f igura  
28. 
Dieha curve de calibracibn mueatre que l a  a d e n i l i l  ciclaea dm t b b ~  
l o s  seminiferoa presenta la misma constanto de aedimentscibn en am- 
bus solventea, 4 , 3  S, cofncidente con la de la malato deshidrogenf! 
aa. Eate hechn indiee que l a  cielaaa paaee ek rnismo valnr de volu- 
man especfrico parcial 6) que l m e ,  proteines ueadaa como marcadoras, 
- I 
es decir, 0,74 ml. Este valor ea raractarlstico de l a s  protek 
naa glnbulares eneontradas en fraccianes soluble8 y earentea de sug 
tancias l i p i d i c e s  naaciadas. 
Conmiendo loe valores d e l  radio de Stnkae, el caeficiente de sedA 
mentacidn y el vnlumen aapecffica percial de 1s enzirna es f ac t ib le  
estimar su peso m~lecular relativa ut i l i zando  la fbrmula plenteada 
la secci6n X V . 3  de Materialee y WBtndos. E l  valor hallado ee de 
74.000. ~ d e m h e ,  BE caleulb un coclente fricrional de 1,41 para 1s 
entima, usandn la fbrmula IU .  4 de Materialea y Mbtodos. La - tabla 
8 resume las paremetros h i d r o d i n h i c o s  de esta e d e n i l i l  ciclaae. 
- 
Lns resultados corresponden a cinco experimentos diferentes realA 
zados con d i s t i n t a s  preparscinnee enzimbticna. 
Parhetrcs maleculeres e hidrodinamfcoe de la adenilil cicleaa de 
thbulos  serniniferoe de rata. 
PARAMETRO 
=20 ,* (s) 
1. 5 Discuaf6n. 
En l a  aeccibn correspondiente e l a  ceracterfzaci6n de la 
a d e n i l i l  ciclasa da tastlculo se he dascripto un procedirnienta 
rhpido pare la obtencibn de una preparacibn de la enzima "ealu- 
blan con un alto grado de pureza. 
A pesar de que la a d e n i l i l  ciclaQa cumple un paps1 cri- 
t i c ~  en la regulacibn de metaboliamo, muy pnco se ha avanzado en 
au puri f icec ibn desde au descubrimiento pur Sutherland. Eata si- 
tuacibn es motiusda par verias razones: 
1) - en casi todos 10s tejfdas la ciclasa es una entfma de membr~ 
na y su puri9icaci6n r~quiere que 10s procedimientas de fraccio- 
namiento Bean l leuados a cabo en presencia de detergentes;  
2 )  - le antima probeblementa constituye menaa de un 0,005 % de l a  
prnteina t o t a l  de l a  membrana; 
3) - la act iv fdad enzimhtica ea extremadarnente lbbil, con une v ida  
media de minutas a temperatura ambiente. La primera de lae difi- 
cultadea no exiate en el caso de laa  ciclasa de t e s t i c u l o  ya que 
t i e n e  lacal izaci6n citnsblica,  y uno de loa ohjetivos psraaguidoa 
a1 purif icar esta enzima soluhla ss la nbtencibn de I anticuerpns I que 
a su vez poaibiliten avanrar en la purificacibn de otras ciclaaas. 
La deficiencia prfnc ipe l  d e l  procedimiento de purificacibn aqui 
descrlpto radica en el ~scaso rendimiento de la activfdad enzimhti -
ca ( 1 ,5  1). Si se acepta que en el bltima paea de purificaci6n la 
enzima pierde actiuidad irreversiblemente y que la prnteina enzirn6 -
tice (pern no su sctfuided) sa recupereda cuantitativ~mente, se 
podria alcsnzar uns purificacihn de 10.0n0 vecea en lugar de la de 
1.700 vecee determinada en baae e le actividad. 
Existen muy pocos trahejos en la literatura cientifica que descrl 
ban intentas a x i t o s a s  en la purif icacibn de la a d e n i l i l  ciclase. 
Quiz68 el hnico tsabaj'a comploto hasta 81 presente sea l a  p u r i f i -  
caci6n a homogeneidad de la ciclssa "solublen d e l  procariote - are- 
uihacterfum liquefsciens lleuadn a csho pcr Taka5 e t  a1 (219). Si 
guiendo procedimiantos convencianal~s coma pracipitaci6n hcida, prg 
c ip i tac lbn  con sulfato de amonlo, y crornatografias en c~lurnnma da 
h i d r o x i l a p s t i t a ,  DEAE-Sephadax y Sepkadex G 200, 10s autores l o g r ~  
ran puriffcar la enzfma 4500 veces, con un rsndimienta del 10 %. 
La ~ n z i m a  homng&ea fue cristalizada y present6 un peso molacular 
de 92.000, estando constituida par d m  pnl ip6pt idos  idknticoe da 
46.000. Tamhien determineron 1s composici6n de amino&cidua de la 
enzfma purkficada, camprobendo la presencia devun a l t n  porcentaje 
de arninobcidos bcidoa e hidrof6bicua, y la sussncis t o t a l  de cis- 
te fna .  Es fnteresante recalcar que Is enzima pura de E,lfquefaciane 
time una a c t i v i d a d  especffica de  30 nmolea/min pur mg de pratei-  
na, valur que se encuentra en el miemn orden de magnitud que el 
que presenta l a  enrima puriflcada de testicula de rata (12 nmoles/ 
min por mg de proteins). 
En lo que respecta e organismas eucarioten, s61n existe un t rabajo 
en la literatura que proclama habar purificado una a c t f v i d a d  de c2 
clasa (la de cerebra bavino) a hamogeneidad (220) .  LOB autorea, 
Stel lwagen y Baker, utiliza~on cr~matugrafPa de afinidad en a z u l t  
dextrano-Sepharosa , seguids  de una cromatograf l a  de intercarnhio ifi 
nfco en DEAE-c~lulase. Es sabidn que l a s  enzimas cuyn s i t i n  de unihn 
a 10s nucleis idas fosfato preaenta una astructura espacfal deL tipa 
d e l  plisaue dinucleot id ica  (dimuclentide fold), paseen la prnpfedad 
de unirse rsversiblernente a la rnnl&cula del colorante azul Cibamnn. 
Este Lalorante es el grupo crornhfora d e l  azul daxtrano. Stellwagen 
present6 una p u r i f i c a c i d n  de 250 veces cnn un rendimiento del 20 % 
uaando sblu l a s  das pasos rnencionadna, Estns resultados parecen pa -
co convincentes si se l o s  analiza a la luz de las  siguientes hechos: 
1) - con posterPoridad a1 trabajo de Stellwagen, el grupo de Haher 
(221) present6 evidenciae  indicanda que la resina azul-dextrano-Se- 
pharos8 na ea capar de unir a la adenilil ciclasa de c ~ r a z 6 n  cani- 
no s o l u b i l i z s d a  con detergentea. 
2) - En nuestro laboratorio comprabamos que la ciclasa so lub le  de 
testicula nu tiene capacidad de unfrse tanta a res inmde  azul dex- 
t r a m  Sepharasa coma de Gibacron azul-Sephar~sa. 
3)  - Perece poco probable que con uns puri f icec ibn de s61n 250 ve- 
ces SE abtenga una ciclasa en estado homagbnen, sobre todo tenien- 
da en cuenta que en la mayaria de l a 8  t e j i d o s  anslizados la cicla- 
sa constf t y y e  una proparcibn extrsmadamente bags de la prateina tg 
t a l  de  la cklula. 
4 )  - En el segundn pasn de pur i f i cac ibn  del trahaja de Stellwagen 
y Baker, la enzlma eluye de una calumna de ERE-celulosa equilfbr2 
dm a pH = 8 ,  e una cnncentraci6n ds N a C l  de 0,9 M. Este hecho pa- 
rece bastante inusual  si se t i m e  en cuenta que lae ciclasas de tes 
ticulo y Neurospara (esta tesis), como as i  tmmbiBn los  de carazbn 
canino (221 1,  hf gado de rata (223) Fascinf a hepatf ca (222) y Brevi- 
bscte~iurn l iquefaciens (219) e luyen  de columnas de  D E E - c r l u l o s a  
equilibradas a pH neutrn a ligeramente alcal ino,  a cuncentreciones 
de N a C l  camprendidas entre 0 , 2  y 0,3 M. 
5) - Par hltimo Neer (217) determinb, mediante gradientes de saca- 
raga y Piltracfones en geles de preparaci~nea  no pur i f i cadas ,  un 
peso malecular ee 220.000 pera la ciclasa de cerebro bovino ( v a l o r  
que coinckde con l a s  determinados para las ciclasas de membrane de 
otros tejidosl. 
Sin ambargo, Stellwagan y Baker encuentran qus la ciclasa "puran 
del mismo 6rgann preaenta una dnica banda pnlipeptidica En gelea 
de pnliacri lamida con SDS, correapondiente a un pesu molecular de  
16.ana. De acuerdn con este Gltimo data,  l a  rnal&cula nativa dehe- 
ria estar fnrmada pnx la unibn de pur lo menne 13 pnl ip6pt idus  idkn 
t f c n s  de peen molecular 16.00U, hecho s i n  duda sumamente llamative. 
Por otra parte, desde la publ icacibn d e l  trabaja de Stellwagen en 
1976 hasta la fecha no se ha cafirmada la validez de estos resulta- 
dos n i  la utilizacibn exitasa d e  l a  cromatograffa en azul-dextrano- 
Sepharosa en l a  purif icscihn da otraa ciclasas. Por e l  cantxario, 
108 investigadorea interesados en el tema prosiguiaran ensayando 
ir 
nuevoa mgtodos de purificaci6n. De eeta manera Hamcy et  a1 C224) 
dem~straron que la adenilil ciclasa de caraz6n canino se adsorbia 
especificamente a una resina de ATP-Sepharasa, a610 despuhs de ha -
ber rewel ta  esta a c t i v i d a d  de otras  proteinas hidrofbb9cas. Esta 
dltirna ee lograba par  medin de crnmatograffa del t i p o  hidrofbbico 
sobre resinas conqt9tufcjas por  grupoa alquilo de cadena larga uni- 
dos asgarosapor unianes t i p 0  &ex. Da eete modo, la ciclasa de CP -
razbn de prrn fue puriPfcada unas 5000 veces, aunque no se 11eg6 
a obtenerla en estada h ~ m o g h e o .  Los pasas u t i l i z a d n a  fueron extrac -
ci6n de  Tas rnembranas con detergente, cramatogr~ffa hidrof6bica en 
d~dec i l -Sepharasa ,  f i l t r a c i b n  en g e l ,  crarnatografia de  a f i n i d a d  en 
ATP-Sepharosa y cromatografia en calumna de DEE-calulnsa.  Los au- 
tores obtuviernn una enzirna con una a c t i v i d a d  especifica de ?a nrnqlesl 
min par rng de psotefna (nuevamente el mismo orden de sagnitud que 
el nbtenido para l a  enrima pura de t e s t i c u l o  en esta tesis)con un 
rendimienta que oscil6 entre el 7 y el 4 Z. 
Cornparaci6n d e l  tamafia y forma de  la a d e n i l i l  ciclasa de t e s t i c u l a  
con 18s de otras c i ~ l a g a s  de eucariotes. 
En la t a b l a  8 his rnueetra Toe parhmetras hidrndin6rnicoa y mnlecul~ 
res de l a  a c t i v i d a d  d e  adnilil ciclasa s o l u b l e  y d~ membrana en d i s  
t i n t o s  tipos de c b l u l a s  eucariotes. 
Cabe destacar que de l a s  enzimas mencionadas en l a  tabla  8 h i s ,  sblo 
l a  adenilil ciclasa de  t e s t i c u l o  ha s i d n  puri f i cada  a homogeneidad 
(colurnna A ) ;  en el resto de lns cssos, las parhmetros m~leculaxes 
fuernn calculadns a partir  de experlmentos real izadas con prepara- 
cinnes crudaa (calumnas 0 ,  D, E, F,  G ,  y H) parcfalmente purifi - 
csdas (colurnna C). 
TABLA 6 b i s  
P r n p i ~ d a d e s  hidradin6mPcas de las a d e n i l i l  ciclasas aolubles y de membranas de 
distintna tipos de cglulas eucariotes. 
S O L U B L E S  I DE MEMERANA SOLUEILIZRDAS CaN DETERGENTES TEJIDO TEST1 CULO NEUROSPORA TESTICULO R L ~ O N  CEREBRO HIGAPO LINFOMA 549 
REFERENCIA Hornhlihtt Neer Hornbliht t 1 Meer Meer Neer ' S t ~ n g e l  Eilman 
( es ta  te.sis) C l q l ) ( e s t a t ~ a i s )  ( q 1 7 )  (216) (217) (2181 ( 6 8  1 
I 
detergente 
unido  (g/g 
prot - 
Los parbrnetros hidradinhmicos' y molecularea encantradoa pare la ci- 
claaa so lub le  de teeticuln en asta t e s i s  lcolurnna A) difieren de las 
r&scrPptos para la misma enzima par Neer en 1978 (Tabla 8 bis, c a l u ~  
na H, raf.ll1). 
En e fec ta ,  esta autora ~ncnntrb valores de radia de Stakes y cne- 
ficiente de  sedimentaci6n menores que loa  aqui descriptns, lo 
cual le permiti6 calcular un peso mple~ular de 56.000, v a l o r  que 
es a su vez menur que el calculado en esta tesis (74.0001. 
Una de laa poslblee fuent s s  de  diacrepancia ,entre lns valores ha- 
llados podria xadicar en el ~stada de pureza d~ las preparacinnes 
enzimhtfcas u t i l i z s d a ~  en las  determinacfones tie lne par6metros 
hidrodin&micas.  Mientraa en l a s  experimentos de esta tesia se han 
usado d i s t i n t a a  preparacinnes enzirnhticae con a l t o  gradn de pureze, 
Neer shlo utiliz6 una "enzima cruda" (subrenadante de  105.000 x g )  
de t e s t i c u l o .  Otra diferencia experimental es que Neer usa Sepharg 
sa 6 B en l u g a r  de Bin-Gel  A 0 , s  m para l a s  filtraclones en g e l ,  y 
que l a  duracibn de l a s  centrifugaciones en gradientes de sacarosa 
( 6  hs) es menor que l a  de I n s  gradientes  descriptaa en esta tesis 
125-16 hs) can lo cual  l a  enzima nn alcanza l a  posicidn rrtedia del 
gradiente ,  sedimentando en una zana d a  baja resoluci6n pera las prg 
tefnas rnarcadnras. 
P o r  otra parte las evidenciae presentadas en esta tesis mueatran 
una correlacibn satisfactoria entre el p ~ s n  molecular de la anzi- 
ma nat iua ,  calculado a partir de  las par&metrars hidrodin&miccs, 
(74.000) y la m a v i l i d a d  de  la enzims pura desnaturalizada en @Leg 
de  sndio C69.0~0). Este hecha indicar ia  que la a d e n i l i l  ciclaaa sa- 
l u b l e  de  t e s t i c u l o  es hnp p r o t d n a  rnonorn6riea. En definitiva puede 
conaiderarsa que metndalbgfcamenke el trabajo de Meer ES defectuo- 
sn : 
De todas maneraa,  lo^ datae rJe la tab la  re f le jan  un hecho sobrg 
s a l i e n t e :  la ciclasa soluhle de t eg t i cu lo  es una rnal6cula mhs pe- 
quefia que lss c i c l a ~ s s  unidas a membrana de otros  tejidas de eu- 
carintes, las  cuales prasentan pesos molecul~ras que oaci lan air= 
dednr de 20U.0001 Este hechn puede dm lugar a cierto t i p u  de espe -
culaciones. En prfmer l uga r  Be padsfa supnner que la ciclasa de 
t e s t i c u l n  no est& estructurslrnente relacfonada con las ciclasas de 
mayor tarnafio unidas a memhranas, as decir que pudrian ser praduc- 
toe  de genes diferentes con la mfsma act iv idad catalftica en pre- 
sencia de ~ n " .  Rlternativamente podria ocurrir que la rnolbcula de 
la subunfdad C tcatalftfca) de las c i c l a s a ~  de membrana, cuya peso 
molecular es 20CIb000, estuviera Porrnada pnr mLs de uh p n l i p 6 p t i d o ,  
una d e b s  c u a l ~ s  fuera pnrtadnr de la actividad c a t ~ l i t i c a  en ~ P E  
sencia de ~n+ '  y tuviera un peen molecular da 7P.UOD. De acuerdn 
a este raznnami enen, la$ ch lu las  de l a  lfnea germinal sblo prndu- 
cirian el pol ip6pt ida  de 70.000 y carecerian del o lo8 otros pulA 
p g p t i d o s  que conformarlan l a  rnolCcula de ciclasa completa. Otra 
p o s i h i l f d a d  ea que an la8 cfilulaz germinalee ae produrca una c ic la  -
aa m&s pequefi~ que las  de mernhrana par cauaa de alguno de l a s  ei- 
guienteg rnecanisrnoa: 
1) - Transcripcibn incornpleta del gen de la ciclasa,  
2) - Transcr ipci6n completa, pern procesamienta diferente del RflA 
mensajero. 
3 )  - Sfntes ia  de una molr5cula de ciclaaa de 200,000 y procesernlen -
to inmediato par  prot&l . is is  especiFica para producir un poll - 
pbpt ido oon actf vidad enzimhtica de PM 70.000. 
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II- INHIBICLON DE LA ACTIUIDRD DE ADENJLLL CfCLASA ASOCIADA A TUBU- 
LOS SEHINIFEROS PDR L-T3. 
11. 1 Efecto de la L-T3 sobre le actividad de ciclass de dife-  
rentee te j i d o s  . 
Dada la escasa informacibn exiatente snhrc efectns in vf- 
.-- 
trn de lea hormonaa t iroideaa sobre la ac t iv ided  de E ~ Z ~ W S  ~ l a -  
-
ves del metabalisma (ver Introduccibn), se dec id ib  investigar 
-+ 
una pos ib l e  respuesta a la L-T3 de 10s slsternas de sdenilll c ic la  -
sa de difarentes 6rganos de la rata. Pars ella, se enseyaron la8 
actividades de ciclasa bssales y en presencia de una cancentracfbn 
-4 muy elevada de L-T3: 10 M. Loe ensayoa se realizaron ya see con 
~ g + +  D M"++ como catibn divslente, ut l l izando 1.s fracciqnEa can 
msyor act fv idad  especiPica ~btanLdas pnr centrifugaciones diferec 
ciafes de hamogenatos de cinca brganos difarentes. 
Las resultedos nhtenidos BE encuentran en l a  tabla  9 .  tea actividg 
des de las ciclasae de higada, rifibn, cerebro y miocerdia no rue- 
r o n  modificadae pox In preaencia de l a  refer1 da concentraci6n de 
1-T3, independienternente d e l  cat i6n divalente usado. En cambia, 
la ciclaae de l a  fraccibn s n l u b l e  de testfculo mnstr6 una clara 
respuesta i n h l b i t o r i a  a la tri iodatironina-  Un rasgo relevante de 
I 8  ac t iv idad  de a d e n i l i l  ciclasa s~luble de t e 8 t % c ~ l 0  es 8U e8tric 
- 
ta dependencis de ~n",  puesto que en presencia de M~'' 6610 se de 
- 
tec td  un 2,2% de la ~ c t i v i d a d  medida con ~ n " .  ~demh6, la mayor 
i n h i b i c i 6 n  pnr la 1-T3(9Q%) t~rnbign se observb en presencia de ~n++. 
TABLA 9 
E f e c t o  de la L-T3 sohre la actividad de las  a d e n i l i l  ciclasas aso- 
ciadae a d i f  erentea te,jidos.  
HIEADD R I ~ ~ N  CEREBRO MIOCARDIO TESTICULU 
EXPERIMENT0 CAT1 ON L-T3 
(pmoles/lOrnih par rng de protefna) 
a - La a c t i v i d a d  d e  adsnflil cfclasa fue ensayada en presencia de 
- 
++ 
~n+' o Mg cnmo se desc r ih i6  en Msteriales y MLtodos. Cusndo se 
indica, la mezcla de incubaci6n fue suplementsda con L-T3 a una cun 
centracion f i n a l  de 1aM4 M. 
h - El t e j i d a  f u e  trozsdn y homogeneizado en tree vnlhmenes de l lbufferN 
- 
A usando un hnmogeneizador t i p n  Dnunce. Luega l a  s u s p e n s i 6 n  fue  
centrifugada 120 x g durante 10 minutas y el aobrenadante a b t ~ n i -  
do fue centrifugadn a 105.000 x g par una hnra. El sediment0 de la 
b l t i m a  c e n t r i f u g a c i 6 n  f u e  resuspendidn En el mismo "bufferM y usado 
como fuente de enzirna. 
d,  e - La homngene~zacibn fue llevada a caho de  manera similar Eg ,-
a l a  de - b con la ~xcepcibn #a que el nbufferw A contenia 
sacarosa a una concentracibn de 0 , 2 5  M, El Fraecionamienta Yue rea -
lieado por centrifugaciories suceaivas d e l  hamctgenatn o de 10s co- 
rreapondientas fluidus sohrenadantes a 120 x Q pox 10 minutas, 
q.1DD x g por 10 minutas, 7.3U0 x g por 70 minutoa y llJ5.000 X g 
p o r  60 rninutos. Los aedimentas de 7.700 x g y 105.000 x g fueron 
resuspendidoo en r"bufferfl A y usados en - e o respecbivsrnente. 
El aobrenadante de la hltima centrifugacibn fue usado en - c .  
11. 2 Localizaci6n de la act iv idad  de  ciclaaa i n h i b i b l e  por L-TJ 
en tes t i cu lo ,  
Can el ~ b j e t o  de id~nt f f i car  la Pracci6n celular de tes- 
t i n u l o  cuya ectividad de adsnilil ciclasa es inh ib ida  por la L-T3. 
ee realizb uns centrifugacifin diferencial de un harnaganeto de tea- 
ticulos decapsulados hechn en sacarasa 0 ,25  M. En cada fraccihn se 
determinb la a c t i v i d a d  enrimhtica basal  a con el aqregado de L-T3 
a una concentraci61-1 de I O - ~ H .  Rdemhs se m i d i 6  le c~ncentraci61-1 de 
grnteinas' y DNA. t o s  reeultadas se indican en la t a b l a  Ill. Puede 
nbseruarse que la mayor a c t i v i d a d  especifica y casi el 9fl % de l a  
a c t l v i d a d  total se encontraran en la fraccibn citos6lica (sobrena- 
dante  de 105,DQU x g ) ,  confirmanda 10 hallado por Braun y Dads (41. 
El DNA sediment6 a una velocidad m%s ba ja  (121 y Il l85 x g) correspon 
- 
d i e n t e  a l a s  fracciones nucleares- Le enrima asociada a la fraccibn 
c i t n s6 l i ca  fue  l a  tnica que exhibib une respuesta i n h i b i t o r i a  en 
! 
presencia de  la hormana. Por ntra par te  la misma fraccibn c i t o s b  -
l i c a  presentb la mByor activfdgd de unibn especifica de 125 
C44,7 1) i n d i c a n d ~  la prabable existencia de una entidad receptg 
ra de hnrrnona tiroidea en el c i toso l  de t e a t i c u l u .  
TABLA 10 
Efecto de l a  L-T3 sohre la actividad de a d e n i l i l  ciclasa aaociads a diferentes 
fracciones celularea de testfrulas. a 
a - Las condicianes del fraccionamientn fueron indicadas en la leyenda de l a  
- 
tab la  9, bajn  el item E. Los ensayns de actividad de ciclasa y d ~ !  la 
uni6n de  L-T3 fueron descr iptns  en Materiales y Mhtndos. 
*~~!B!?bhh~~k6kf?fm 
BA9AL + L-TJ 
PROTEINA DNA FRACCIDN TOTAL TOTAL 
ADENI LI L CICLASA TDTAL 
BASAL +L-T3 
(mg> (96)' Cmg) (%) (pmol/minl (96) (pmol/min) tpmnl/min/mg prnt-l 
0,12 U,12 
0,28 0,28 
Q,39 I1,39 
3 ,OO 0,71 
PPDO de  'I20xg 38, l  39,3 1 , 0 4  78,2 
PPDU de  f laOxg 6,7 6,9 0,15 11,3 
PPDO de 7700x9 6,7 6,9 D,U6 4 , 5  
4,76 b , 4  4,76 
9 1,7 1,90 
2,60 2,4 2, fiU 
de "2i00 13,4 13,8 0,08 6,0 
SOBRENADANTE 
DE105000xg 3 2 , 0 3 3 , l  0 0 
3,08 2,8 2,9o 
96,56 88,7 23,UO 
11. 3 Carecteristicas de la inhibici6n pnr L-T3. 
11, 3.7 Cfn6tice. 
La a d e n i l i l  ciclasa sn lubla  de ttbulna seminife- 
ros fue purificada mediante diversos prncedimiantos camunments utA 
l i zadoa  en la separacidn de proteinaa. La primer etapa de purificg 
cibn consfstib en una cromatografia de intercambia fbnico en c o l u ~  
na de DEAE celulnsa d e l  eobrenadante de 105.DOa x g. Los detalles 
de bste y de lo8 restantas pasos de purificacibn fueron expuest~a 
en l a  seccibn I de 10s Resultados y en Materiales y Mhtodos. Sin  
embargo, ea importente recalcar aqui que en todos los prccedimien- 
tos de purificacibn ensayados l a  actividad de a d e n i l i l  ciclaaa co; 
serv6 su respuesta i n h i h i t n r i a  s la L-T3 Loe experimentos c l n b t i -  
cos que ae dascriben a contfnuaci6n Pueron lleuados a csba utilizsc 
do la preparecibn de OEAE coma fuen te  de ensima. 
La f i g u r a  30 muestra la actividad de a d e n i l i l  ciclaaa en Puncfbn 
del tiempn de incubecibn, en ausencia en presencia d~ d i s t i n t a s  
concentracionee de L-TJ. La produccibn de  AMP ciclico Cue lineal 
con el tiempa hasta l a a  20 minutns de fncuhacibn, tanto en condicio  -
nes de actividad baas1 como en presencle de la hnrmona t i rn idea .  
€1 e f e c t o  i n h i b i t n r i o  de l a  hormona no adlo no raqulrifi incubaci6n 
previa sina que se manifeatb desde el comianzo de  la reacci6n enzi- 
rnbtica indicando que la interaccibn entre la L-Tj y su e i t i o  recee 
t o r  es un fan6meno relativamente r6pidn. 
Pnr ntra parte se estudib la inf luencia  de la concentracfbn de ATP 
Fiqura 30:- Formaci6n de AMP cfclica en funcfbn del ticmpo ds la 
reaccihn catglinada por una preparacibn da OEAE de t ea  
t iculo.  La qct iuidad enzimhtiee fue ensayada en suse~- 
cia de L-T Q sn presencia de lee coneentraciones m G  
laree i n d i a a d s s  da la hormone. 
y ~ n + +  sohre la cinetica de i n h f b i c i h n  de la ciclaaa por 1-T3. 
Los resultadns f u ~ r o n  graficados de scu~rdo a Lineweaver y Burk 
(2U9) y se encuantr%n en la Fiqura 37 Se observaron lag s i g u i e ~  
t e s  caracteristicas d e l  sistema: 
++ 
a) - En preapncia de una concentraci6n T i j s  de Mn muy superior 
2- 
a l a  qua forma el complejn Hn IITP , se encontrb una depen- 
dencia michaeliana (hiperh6licy) de.las velncidades inicialee  re^ -
pactn de la concentracibn t o t a l  de AT?. 
En eetas condicinnes puede establecerse una interacci6n de tipo 
no-competitiva entre el ATP y la L-Tj(Figura 31, izquierda). Es 
decir, el efecto l n h i b i t n r i o  - no fue revertido a1 aumentar l a  non- 
centraci6n de ATP, puesfn que l a  presencfa de la harmona disrninuy6 
le velocidad mhxima de reaccidn pero nn modificb l a  a f i n i d a d  de la 
ensfma pox  el RTP. El valor d~ Hm para el AfP ( I m M  aprnx.) no var f6  
en presencia de la hnrrnona. 
b) - Cuandn ae e s t u d i b  la reaccibn Fijanda la concentracibn de ATP 
y variando le de ~n+', l a s  velocidades ini~iales se expresa- 
ron en funcibn de l a  concantracibn de ~n++  libre ( ~ n + +  t o t a l  rnenps 
~ n + +  ~ ~ o m p l e j a d o  par ATPI. Carno ee i n d i c e  en 1s Fisure 31, derecha, 
tambikn se encantrb una dependencia micheeliana respecto del cati6n 
divalente, (Km para el ~ n + +  na acomplejado: 3,0 mM) sea en presen- 
c i a  o en aueencia de L-TJ. E l  tipo de i n h i h i c i 6 n  nbservada tarnhihn 
resul t6  de eipa no cnrnpetitiva ya que el aurnenta de l a  concentraci6n 
d e l  metel  nn revirtl6 el ePecto i nh ih i t o r f a  de la hnrmona. Este b l -  
F i g u r a  31:- G r á f i c o s  de  i n v e r s a s  d e  l a s  v e l o c i d a d e s  d e  r e a c c i ó n  e n  
f u n c i ó n  d e  i n v e r s a s  d e  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de  s u s t r a t o  
(Lineweaver  y Burk)  d e  l a  r e a c c i ó n  d e  a d e n i l i l  c i c l a s a ,  
c a t a l i z a d a  p o r  una p r e p a r a c i ó n  d e  DEAE y medida v ~ f i a n  
do l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  ATP t o t a l  ' ( i z q u i e r d a )  o  Mn 1T 
bre ( d e r e c h a ) .  Exceptn en l o  que  r e s p e c t a  a l a s  c o m e <  
t r a c i o n e s  d e  ATP y c a t i ó n  d i v a l e n t e ,  e l  ensayo  f u e  rea - 
l i z a d o  como se d e s c r i b i ó  e n  M a t e r i a l e s  y Métodos,  e n  
a u s e n c i a  (*) o e n  presencia (O) d e  L-TJ a  una concen-  
t r a c i ó n ,  d e  
l 
t imn  hecho deacartb la p o s i b i l l d a d  de que la i n h f b i c i 6 n  de la ecti 
vidad de  a d e n i l i l  cinlasa csusada pox la L-T3,se debiera a un se- 
++ 
cuestro del Mn por parte de 1s hormona. Este punto es importante 
dado la conocida h a b i l i d a d  de l a 8  iodatL,roninas de actuar curno qug 
l a n t e  de catianes divalentes .  
11. 3.2 Dependancis del pH. 
En le Fisurs 32 se graf icb  la activfdad de cicla -
sa de una preparacibn de DEAE en funcibn de d i s t f n t o s  pH an la me2 
cla de ensayo, en ausencia de L-T3 en presencia de dos concentra 
ciones de hmrmona diferentee ('Iu-~M y I O - ~ M ) .  La m6xirns actividad 
basal de la enzima fue encontrada en el ranga de pH cornprendido en 
t r e  7 y 8. En Ese mismo rango se rnanifestb la m6xirna respuesta i~ 
h i h i t ~ r i a  a l a  L-T3 a una concentraci6n de I~-'M. 
El efscto harm~nal disminuy6 pnr encime o par debajo de dichn raE 
go de pH. La presencia de una concentracl6n elevada de  L - T ~ ( ~ ~ - ~ M )  
din or igen  a una "curva de pHn aplanada, pero a h  en Gate casa pue -
de ahservarse que el mayor e f e c t o  inhibjtaria aparece en el inter- 
v a l ~  entre ph 7 y 8. 
31- 3.3  Reversibilidad de l a  inhibicibn, 
Dado que el efectohormonal que se describe en 
e s t e  trahajo ES una i n h i b i c i b n ,  result8 de suma impartancia p a d ~ r  
d i f  erenciarlo de un prncesu irreversible sabre la a c t i v i d a d  ca%a&f 
t i c a  de la ciclasa. Los experlrnentos de cinbtica de l a  i n h i b i c i b n  
(grhf icas de Lineweaver y Burk) no permiten d i f ~ r e n c i s s  entre una 
Piqura 32:- Dependencia del pH de la rescci6n de a d e n i l i l  ciclaea 
de testlcula catalizsda por una ~reparacirjn de DEAE. 
tas condicianes del ensayo fuernn l a s  indicadas en Pi!
teriales y Hgtodos, excepto en la camposici6n de las- 
soluciones buffer ,  En el rango de pH entre 6,0 y 7,4 
::e ush buf fe r  Pipes -NaOH a una concentraci6n de  50rnM. 
kn el rsngo de pH entre 7,B y 9 , O  se us6 el buffer TRIS-  
tIC1 o l a  miama cone~ntraci6n. Los ensayas de cfclasa 
t'ueron realirudos en auae~c ia  (a) o presencia de 1-T3 
en concentracfones d~ 'to- M (O) o ?O M W1. 
inhibicibn reversible - no eornpetitiva y una inhibicibn irreversible. 
En ambos caans La presencia del inh ib idar  reduce la dispanibi l ldad 
de rnolbculaa de enrima perm interactuar con el sustrato; y ganerar 
luegu producto. Si la unibn de la hormona a un sitio receptor (fo; 
ms dste parte D no de l a  protefna enxim6tica) provoca la i n h i b i -  
cf6n de la enrima, ea esperable que le dis~ciarse la hormona de 6U 
aitio receptar, la enzima racupere au ect lv idad original. Psra coz 
prabar Bsto se incub6 une praparacihn con actividad de cLclasa (BE 
brenadante da 105.000 x g) con L-T3 a una concentracifin de I O - ~ H  
act iv idad de ciclasa en una alfcuata y el resto se pee6 por  una cg 
lumna de Sephadex G 25. En la enlumna queda retenida 18 hormona no 
unfda y se excluye la mayor pruporcibn de laa proteinas sembredas 
incluyenda a la ciclasa y a la hormona unide a su sftip receptor. 
Luega del pasaje por 1s columna ae midi6 mctividad de clc lasa en 
el e l u i d c  de exclusibn. Paralelamenta se realfr6 un experimento cog 
trol en I d h t i c a s  cnndiciones pero ein el agregeda de L-TJ= Los re 
sultados se tndican en la tahla 11. 
A 1  elfrninar el exceso de hormons mediante el paaaje por la columna 
de Sephsdex G 25, la actiufdad enzimbtica no 8610 se recuperb ainn 
que s~hrepasb a 1s ac t iv ided  eapecfFica d e l  control no sometido a 
l a  filtracibn. En el control f i l trado tarnbfgn ee datectd un sumen- 
to de l a  actividad especi f ica de la enrime reapecta d e l  contra1 sin 
ffltrar. Este aumento de apraximadamente un 50 % de l a  actividad ez 
zirngtica recuperada del Sephadex puede ser explicada n par la eli 
minac ibn  de  un i n h i b i d a r  endbgeno preaente en el S 105, pnr un 
proceso de purificacibn de l a  entima durente el pasale pnr el g e l .  
La eliminacfbn de l a  harmona l i b r e  no explica per se la reversihn 
de  l a  i n h i b i c f h n  obaeruada, ya que el camplejo harmona-sitio re- 
ceptor deberia mantener inhibida a l a  ciclem. Sin ernbarg~ perece 
razonahle supaner que en el percolado de excluaibn de la colurnna 
de Sephsdex, el complejo L-T sitfn receptnr se encuentre en con- 3 
d i c i o n e ~  de dis~ciarse r6pidamente a cause de la d i l u c i & n ,  produ- 
cf6ndose la concornitante pgrdida de la i n h i b i c i b n .  
TABLA 11 
Revers ih i l idad  de la inhibiciin de l a  adenilfl c i c l a s a  de tbbulos ' 
seminiferos por L-T3. Las c o n d i c i ~ n e s  d e l  experiment0 fueron des- 
c r i p t a s  en el t e x t o .  
ADENILIL CICLASA 
prnales AMPc/rnin/rng pro t .  
P A S A X  X 
SEPHADEX E25 CDMTRUL + L - T ~  I U - ~ M  
11. 3.4  R~laclhn entre l a  actfvided enzirn$tica y la con- 
centracibn de hormona. 
Can el objetn de estudiar la reapuesta de l a  ac -
t i v i d a d  de a d e n i l i l  ciclaea sn luble  a un amplio ranga de enncentra -
cionea de L-T3, se realizaran experimentos con tres preparaci~nes 
enzim6ticas de d i s t i n t o  grado de p u r i f  icacibn: Rsobrenadante de 
t i t av1 .  E n  Ias ires cams pudo observarse une inhibfci6n de l a  acti -
v i d a d  d e  l a  ciclasa ds un modo d e p e n u n t ~  ---  
. de la d a s h  de hormona 
(Fiqura 33). En un experimentn tipico, no hubo e f e c t ~  de L-TJ a una 
- 10 
concentraci6n de 10-" M; en el rango comprendido entre 10 y 
lam6 M de la hormona la i n h i b i c i b n  oscil6 entre un 15 y un 25 % 
y finalrnente se evidenci6 una fuerte inhibicibn de la enzima ~1 ic 
-6 
crernentar l a s  concentrecianes de  1D a l o M 4  M. Es e v i d e n t e  que l a s  
curvss de doals-respueata da la F i q u r e  33 son de t i p o  bifisica, p r ~  
sentando un escasn perm reproducible efectn inhihitorim (15 a1 25%1 
en la zona de concentracianes de triindotironlna cercanas a l a s  f i  
- 
siol6gfcas. For atro ladn, la inhibicibn se hace marcada s610 a c o ~  
centraciones a l t a s  y no fisialbgicas. Cabe s~f ia lar  aqui que la de- 
nominaci6n l'concentracibn f i s i o l b g i c a "  cnrresponde a 10s nfveles de 
L-T en el plasma de ratas  eutiroPdeas y que se encuentran en e l  3 
orden de 10-9 M (210). 
La solucibn cnrresp~ndiente a la mayor de la5 concentraciones de 
L-T3 ensayadas ( ~ o - ~ M )  contenfa HONa a una cancentracibn de imM. 
En experimentos control, no mnstradas, se comprab6 que t a l  molari- 
dad de  NaOH en la mezcla de incuhac ibn  de la ciclase no a fec ta  por 
ei mfama la actividad anzim6tica. 
t i ~ u r a  33 : -  ReLscldn dasts-respumte entre l a  aatiwidad de adenilfl 
ciclasa de thbuloa s e m i n i f a r ~  y l a  cuncmtracibn d. L-T3 
en l a  mclzcla de reeceibn. LOB experimentus Tuerm Urn12 
dus a e a h  con Isa aiguientes fuentes de antiwar B A a 5 ,  
pxeparad bn de DEW y pre~araclhn da hldroxilapat- 
11. 3.5 Influencia de compuestos eetructuralmente relacio- 
nados con la L-T3 sobre la act iv idad de la adeni- 
lil c ic lasa .  
El estudio de la influencia de algunos an6logns 
de  la triindotironina sobre la actividad ds la ctclasa permfte por 
un lado canneer cugles san las  requerimientas estructurales minimos 
de l a  mol&cule de L-T3 para que se produzca l a  inhibicihn, y par 
otra cnmparar la eficiencia inhibitnria sabre la ciclasa da cada 
an&logo con su putencia biol6giea en los fenbmenoa r e g u l a d ~ s  pox 
hnrmnnas t iroideas descriptos en la b i b l i ~ g r a f f s .  Sabre esta base 
se resl izarnn l o s  experimentos descriptos an este parhgrafo. 
En primer lugar se ensay6 el efecto d e l  NaZ y de la 3 ,  3l,5 tr i iada-  
D-tironina ( D  T3). El INa no afectb la act iuidad de 18 adenilil ci -
class cusndo f u e  ensayada an un arnpliu ranga de  concentracinnea 
~'?0-' - 'IQ-~M), rnientras que l a  D-TJ rnoetr6 un e f e c t o  i n h i h i t o r i a  
de proparciones identicas a1 enc~ntreda con la L-T3, coma puede 
verse en la Ffgurs 34. 
Estns resultadus nos indican que el efectu  i n h i h i t o r t o  de la L-TJ 
no serfa d ~ b i d o  a l a  ~ a l a  presencia de inda en su mol&cula y por 
otra parte que, a1 nB haber d i f ~ r e n c i a s  entre la eficiencfa de l a  
L-T y l a  de su is6mero 6ptico D-T3, no exist ir ia  especificidad 3 
respectc de la configuraci6n de la cadena de alanina de  l a  triiodo 
- 
En segundo t e rminn  se eetudifi la respueste de la a c t i v i d a d  de l a  
Fiqura 34:- Relacibn dosis reapuesta entre la actividad de adeni l l l  
ciclase  de una S 1P5 y la oonoentracibn de 0-Tj en la 
mercla de react- 
enzinm a concentraeionem crecientes de L-TI ( t i roxina) y algunos 
do eon l a  evideneia iluetrada m la Fiqura 3 S . s ~  pueden obtener 
La L-tirmxina y la iaopropil-L-TZ parecen tsner 1s mlama eficien- 
cia fnhlbitorin que lm L-triiodotiron%na, en el rsngo de eoneentra -
cfones camprendida entre 10 -8 y M. Bin  mbarga, a e~ncentrg 
cianes m&e altas, la inhihicibn lngrada por estom compuestos fue 
menar que la aloanrada en prcasncis de L-T3. Por sjempln, a una 
coneentracibn de ld4 H se a b t u ~ u  mm inhibicibn del 40 Z de l a  
act iv idad enzimbtica con la 1-T4, y d e l  52 % con le isop-L-Tp,mien 
traa que la L-T3 produjo una disninucibn d e l  80 X de l a  actividad 
de la adenf l i l  ciclaes. 
El hcido triiodotiroaebtlco (TRIAC) present6 poco puder inhibito- 
-7 . 
rio a hajes c~nccntrmci~nes . (?D-~ ,  10 M) compmrado con 1s L-T3. 
NO o b s t s n t e ,  a molaridades maynres da 10-', l a  capacidad i n h i b i t g  
ria da l  TRIAC result6 wer simtler a l a  dm l a  L-T3. 
La8 i n d o t i r o s i n a s ,  como el MfT y ol D f T  no produjer~n i n h i b f ~ i b n  
e i g n i f i c a t i v a  de la actividad de elalaes en el rango de 'concentra- 
cionea enssysdas. En l a  curua dm dw~ie-respueata del D I f ,  puads ab- 
servarse un lwe efeeto i n h i b f t o r i o  8 concentrsciones muy a l t e s  d e l  
compuesto. 
Tamados en oonjynta e a t ~ a  resultadas nan indieaf f ~n que, pare que 
ee produzca la inhibicibn a gltas conccnkreciones, parece aer nece 
* 
Figura 35:- Relaci,bn dasis-xespuesta entre l a  actiwldad de adenilil 
ciclasa de uns ~reparacfbn de PEE y la concentrscibn de 
hof mnnas tiroidkae- y algunos de sus - an810gns. 
tas a b r e v 2 a t m a  uaedaa e s t h  4e~criptaa en Materialea 
y Mh tndos . 
seria pero no ouf i c i en te  la presencia de la estructura di fen i l ' e t er  
en el carnpuestn ensayado', ya que laa indot iros inas  no san efectivas. 
For lo dernhs, la cadene alanina de l a  L-TJ no parece jugar un r o l  
impor tan te  en la i n h f b i c i h n  p u a a t ~  que el TRIAC, que eq un acetata 
a u h s t i t u i d a  en Hpor el misrno grtlpn dffenileter con que sa ancuen -
t r a  s u b s t i t u i d a  l a  alanina en l a  1-T3, posee el mlsmo poder i nh i -  
h i t o r i o  que la L-TJ. Como se dijo anteriormente, la i soprop i l  1-TZ 
produce un efectn  aimilar a1 de la L-T 8610 a baJaa concentracio- 3 
nea. Este cnmpuestn es el anelogo rnis potente de  las harmonaa t imi  -
deas conacido hasta el presente ya que sus efectos in v i v a  (la ac- 
t i v i d a d  ant i -bocin en rata p ~ r  ejempla) snn a vece8 hasta un 50 % 
m8s eficientes que l a s  de la L-Tj (12O). La causs de l e  alt8 Eficiez 
cia in v i v o  radicaria en l a  presencia de un subet i tuyente  l l p o f f l i  -
ao ( c H ~ - ~ H - c H ~ )  en l a  pos ic i6n  3'  . 
11. 3.6 Factares que modifican la a c t i v i d a d  de a d e n i l i l  
c i c l a s a  y su respuesta in v i t r o  e la L-TJ- 
El abjeto  de los siguientes experimentus fue  ex- 
plorar la pasihilidad de obtener preparsciones con ac t iv idad  de ade 
- 
nilil ciclasa, pern in sens ib l ea  s a l ta s  concentrapimnes de L-T 3' 
Para ello, se preincuhb una preparecidn de D E E  con una veriedad de 
reactivos que son capaces ds sfectar la estructura enzim$tica de 
manere conocida. Lns r ~ s u l t a d o s  se encuentxan expuestas en la tabla 
-
12. Coma puede abseruarse, suatancias coma la uraa a l a  guanfdina 
-
que desestabilizan unlanes hidrdgeno, diaminuyeron la respueata 
TA8LA 12 
% 
I 
a 
cfclasa con diferentes reactivos.- 
RE ACTIVD CONCENTRACTON 
ACTIVIDRD % 
s i n  L-T con L-T3 3 
UREA 
Bromurn de 
clanbgenn 
s i n  1-T3 con L-T, I 
EGTA 0 , 5 0 x 1 0 - ~ M  103,0 79,9 80,7 
TRITON x l0n o F 2  46 98,5 95,5 310 
La anxima fue prsincuhda durante 70 minutos a 37% en presencia 
de 3as eoncontracinnes indicades de 10s reectivos, e in media tame^ 
t e  fue eneayada para actividad de ciclese en ausencie o en prese; 
cia de t -T  a una cancentraci6n de 10- M. E l  tfgmpa de incubacibn 
fue de 5 rn?nutoa. La concentracidn Pinel de l o s  reactivos en el 
ensaya carrespande a la mitsd  de l a  indfcada an Is tabla. Las ree -
tantes corulfciones fueron dadas en Hat~risies y Mbtndos. 
C1 valor A00 de act iv ided pmcentual  corresponde a una ectiuidad 
capscifics de 46 pmales/minuto par mg de protefna. 
i n h i b i t a r i a  e l a  L-T3. Sin embargo este ePeoto ~currih con una d i =  
minucibn  concarnitante y significativa da la actiuidad enzimgtica, 
por La cual no se puede ~tribulr a d f c h ~ s  aqentes un papel deeen- 
s i h i l i z a n t e  aelect iva  h a ~ f a  la inhibici6n hormonal. 
La N-etilmaleimida, que ectha hloqueenda grupos aulfhidriln (-SHl 
librea, no modif icb la respuesta a la L-T3, aunque pravoc6 uns 
inactiitacf6n de la enzims de una manem dependiente  de la dusls. 
Estn hltimo estaria  de acuerdo con la8 hallatgas realizadoa en otros 
sist~mas de adenilil c i c l a s a s  (vex Introducci6n), a ~ b r e  la presen- 
c ia  en estas enzim~s de grupos aulfhldriln irnpreacindihlee para que 
se manifieste eu a c t i u f d a d  c a t a l i t i c a .  
Par otTa lado, el hrornuro ds cianbgenn o la a l t a  concenkracibn ~ a -  
lina ternbikn redujeron l a  actiwided enrirn62ica sin afecter n o t a b l ~  
rnente le inhihini6n par L-T3. 
Tan to  l a  hidraxflarnina comn el ditiotreital aurnentaron levernente 
la act lvfdsd enzirn&tica p e ~ u  no alteraron la i n h i b i c i b n  pur l a  hor  -
maria. E l  d k t i n t r e i t o l  act6a camo reductor de uniones d i s u l f u r o ,  
nerandn grupos -Sh, y su efecto estabilizante sabre 18 actividad 
d e  la ciclasa so lub le  de t e s t l c u l o  p u ~ d e  correlacianarse can l a  inag 
t i v a c i b n  nbservada despugs de l a  prefncubscibn can N-etilmaleimida- 
E l  EGTR es un quelante espenifico de ionee ~ a * ' .  Ni la a c t l v i d a d  
de adenilil cfclass ni 5u respueata a la L- tx i iodo t l ron ina  eufrig 
r a n  algfin carnhin apreciable a causa de la preincubacihn con EGTA. 
Recienternente ae ha descripto que el ~a'+ active a le a d e n i l i l  oi- 
En vis ta  de que la L-T3tiene capscided de queler cationes diva-  
lentea,  pndria pensarse que el efecto inhibitaria sabre la cfcla- 
ss fuera producido par un secuestrn d e l  ~ a + +  andbgeno de la pre- 
paracfbn enrimbtica por parte de l a  hormana. Sin embargo, la aueen -
c ia  de diferenciaa en la f n h l b i c i b n  o b t ~ n i d a  tanto sin corn 9 
EGTA deacartaria la pos ih i l fdad mncionada. 
Por  hl t imo,  la Gnica auatancia ensayada que pradujo una verdadg- 
ra anulacibn de la f n h i b i c i b n  de la ciclasa por la L-T3 fum el 
d a t ~ r g e n t e  nn ib n i co  T r i t o n  X 1021. 
Como puede verse en la tabla 42, el det~rgente no sblo anul6 cssi 
por oqmpletu a 1  efecto i n h i h i t n r f o ,  aino que adem68 nu modific6 
la s c t i v i d a d  basal de la enzims. 
5i bien haate el momenta no sa ha definido l a s  caract~rfsticaa e~ 
tructuralea de la interaccfbn entre l a  triioda-L-tironina y un BL 
t f a  receptor as~ciado a l a  adeni l i l  ciclass, l oa  resultadas volca - 
dns en la tabla  12, nos permiten di luc idar  elgunas caracteristi- 
cas funcianalea de dicha interaccibn: 
I) - Las intaraccionea d & b l l e s ,  del  t l p o  enlece de hidrbgeno, fuer -
zae de Van der Weals 0 uninnes electraat&tfcaa no parecen ju- 
gar un r o l  preponderante ya que ni l a  urea, ni la guanidina-HC1 o 
to  hormonal. 
23 - N1 l a  metianina (experimentn rsalirado can bramurn de c i ~ n 6 -  
geno),  ni emlnoicidos con reetoa -SH o puentes disulfuro (ex 
L 
dos en el recanocimiento de la L-T3 por parta de un s i t t o  receptor. 
3):- El CR++ no cumpliria ninghn pepel en la interac~ldn mention= 
da. 
4):- La deseneibi l iracfbn producida par el detergente pndria ser 
un indicfo da una interaccibn d@ t i p n  hidpafbbica entra la 
hormna tiroidea y su sitia receptor. El detergente actunris se- 
cuestrandn la hormna, irnpidiendo por lo tanto que Cata interac- 
tGe con la enzima. En experimentas preliminarea no mstrados aqui 
sa demostrb que otrn detergente no Ibnlco, BL EAIJ 5a, t f ans  grnn 
capecidad de unir [125~]  L-T3. 
I f .  4 Dismunucfbn de l o a  niu~les intraceluLares de AMP cicl ico 
en testiculo de rete por 1s L-TJ. 
Con el f i n  de correlecionar el efecto de La L-T3 8ahre 
la ac t iv id ad  d~ la adenilil cfclasa en un sistems l i b r s  de c&lulas, 
con un poaihle  ral de la hnrmona a niuel d e l  contenido de AMP cscli 
11. 4.1 Ceptaclbn det125~]L-tr l iodntiranlna por  t r n z ~ a  
de teeticulo de reta. 
En primer lugar fue necesaria demstrer, que en 
l aa  candicianes elegldas para fnsuber lns trozaa de festiculos de 
- 
capaulados el tejido era capaz de captar cantidades s igni f ics t ivas  
de hormona t i ro idea .  Para ella ae incubaron los trozoa de tedido 
en preaencia de f 2 5 ~ ]  L-T3 a dos ~nncentraoionea diferentee: I D - ~ M  
y IO-'M con ectividadee especif icas de 10 y 100.000 cprn/pnol res- 
pectivamente. tas  resultadas volcados en la Fiqura 36 indfcan que 
tanto a alte como a baja actiuidad especifica existe una captaci6n 
cnnsiderehle de la hormone marcada por parte del te j idn .  Dicha ca& 
tacihn fue l ineal hasta l n ~  2D minutoa de incubacibn y se carres- 
pondib con una disminueihn de la marca en el medio de cult ivo  rem= 
nente. La desaparicihn de la hormnns rnercada d e l  media tambign fue 
l inea l  hesta loa 20 rninut~e.  
Herece destacsrse que pese a haber dismfnuido 10.ODO ueces la act2 
vidad especifica de la [125~] 1-T3 por la adicibn de hornona f r i a  
a 1  medio de incubaci6n,  la captscibn de la hormona marcada por la8 
thbulos  ablo disminuy6 en un 25 %; la cual estaria indicandn una 
gran avidez del tej ido por cancentrar 1-T3 en su interior. E e t a  se 
versa apayado par el hacho de quo a los 60' de incubactbn, mhs del 
50 % de la radioactividsd orfginalmenta preaente en el medio, p e ~  
maneci6 asociada a1 tejido. No obstante, este t i p n  de experiment0 
no nos permite asegurar que l a  captacibn se d e b  a una entrada da 
la harmona t iroidea al interior da 18s chlulae, ya que no se puade 
dtzscartar l a  acupaci6n de cornpartimientoe interc~luleres par parte 
de La rnfsma. 
Figure 36:-  Captacidn de [125~1 L-T3 par trozos de testieuln de rata.  
Los testiculae de rataa adultas fueron decspsuladoa y el 
paniculo de t tbulos  Pue cortado en tres trozoe con le 
ayudei de un his tur i .  Ceda trazo Pue i n c ~ b a d o ~ e  37oC e k 5  
un fraeco conteniendo 4 ml de medlo 199 y 40 cpm de l: 1) 
L-T3 en las slguientes radioactividsdes especffices: 
100.000 cpm pmol (-m-#-) y I D  cpm/pmol ( 4 4 - 1 .  En A EI 
loa tiempos indicadns loa traxos de tes t i cu lo  fuero; re- 
tiredos con una pinza y txansferfdos a tuboa de centrffg 
ga que contenian 2 , s  ml de medio 199. Luego fueron cen- 
triPugados en centrifuge clfnica dursnte I minuto a ZOOD 
rpm y se renliraran 3 lavados con porcionea de 2,5 ml d e l  
medio 199 fresco. Los tubae que contenfan el te j ida  lavg 
da fuernn aometfdoa directemento B Is detecclbn de r a d i ~  
activided en un contadnr tipo r .  En a lo8 tfempos indi  -
cadas ae detect6 la radiasctividad en una al5cuota d e l  
media da incubaeibn. 
11. 4.2 Influencia de la L-T3 eobre loe nlvelea de AMP 
ciclico de trozos de teaticulo decapsulados. Ile- 
pendencia del  tiampa de incuhscibn. 
Cuando se incubaron trozos de testfculos decapsg 
lados en media 199 cantenienda un Znhibidnr de l a  actividad de fa2 
dea, se observb un increment0 de 10s niveles de AMP cfclieo con e l  
transcurso del tiernpa CFiqura 37). La concsntraci61-1 del nuclebt ido  
aurnentb de 7 a 9,2 pmoles por  rng de p r a t e h a  a1  cab^ de 2 hs. de 
incubacibn. La rnisma figura nos muestrs qua a bajea cancentracinnes 
de L-T3 (?U-'M) BE suprinib la acurnulsoibn de AMP ciclico caueada 
par la metilxantina, obaervhndoae ademds una lave disminucLdn con 
el tiempo d e l  con ten id^ dal  nuclebtldo. A una concentracibn de L-T3 
dos 6rdenee maym que la snterior ( I ~ - ~ M )  se encantrb la rnisrna res -
p u e s t a  haeta 10s 60 rninutos, pern una diamfnucifin un poco mayor a 
las  dos horas. Finalmente, una cnncentracibn de hormona muy alta 
( iam4n) provocb une rnarcsda =aide del n i v e l  da RMPcf clico que f ue 
euidente ya a partir de l a s  30 minutoe de incubacibn. 
XI. 4.3 Uariacibn de lo8 nivelee de AMP cfclico en funci6n 
de la concentrecihn de L-T3. 
Se e s tud ib  la correlacihn entre lns nfveles in tra  
- 
celulares de AMP c ic l ico  y la cnncentracibn de L-T3, f i jendo el tiem 
pa da fncubacifin en 2 hs. La Fiqurs 38 pres~nta 10s reaultsdos de 
Fiqura 37:- Uariaci6n de lea nive lee  endkenaa de AMP c$,clicu en 
funci6n d k l  tiemrra de in~ubac i6n  de tzazos de testicu 
- 
lo decapsul~dos. Las inc.uhacianea fueron realiaadss 
en media 199 (Gibeal a pH 7 , 4  c~ntenienda 7-metil-3 
i s p b u t i l  xantina una cancentraci6n d a  0 , l  mM, en au 
sencia (#)*a en prese~c ia  de L-TJ a 18s concentracio= 
nes de 70 M (41; ~ 0 -  M (A) 0 10- PI (01). A J d s  
tiempas indicadaa las rnuestrae fueron procesadas aegfin 
lo de~cxipto en PlatePialeo y Mktndus. 
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Fiqura 30:- Relaci6n dosis-raepuasts entre laa nivelae intracelu- 
lama de AMP cfclico en taati~ulaa decapsuladus y la 
concentreci6n de h~rmona tiroidaa (1-T31 en el medlo  
de incuhacibn. 
Lss candicianea experimentalsa fueron sirnilarea EI llaa 
descriptas an la Ffgura 57. 
dns exparimentos representstivns. En amhos cams Be observa s e n e  
b i l i d e d  flel siatema a una b a j a  concentracibn de L-t3 ( I C I - ~ M )  y uns 
disminuci6n m6xima que alcanza a un 50 % d e l  contenfdo baaal d e l  
nucle6tfdo cuanda el teJfdo fue incubsdo can la rnhs al ta  cancen- 
t i r o n i n a  sabre la produccibn de AW c ~ c l i c c  en el testicula. Cam- 
parando las  reaultados de  1 ~ s  Ffquras 33 y 38 reaulta euiden%e que 
AMP c ic l ico  en un extracto, que en prowcar la c;aida de las nive- 
les del nuclehtldn en el tegida entero. E s t a  difermcfa pudria dg 
hsrse a que, en el hltirno casa, se ~ a t u v l e r s  detectando un prome- 
din entre el AMP cfclico que se produce vfa ciclaea y el que se 
degsada v i a  fasfodlesterasa. Este r a z ~ n a m i e n t o  es v6lido sf se au -
pone que la ~ o s f o d i e a t e r a s a  na se encuentra tutalmente inhihida, 
pese a l a  presencia de una a l t ~  concentracibn de M I X  en el media 
- dc i n c u b a c i b n  y adem6s que eata enzirna pueda brnbitn ser ~ e g u l a d a  
(inhibida) por la L-T3 (uer Introduccibhl.  Pox otra perte puede pen -
sarse que, peae a que se demostrb una rhpida ceptacidn de la hormg 
na radiosctiva pox el tejido, la conoentracibn de L-T3 alcanzada 
ae encuentra la a d e n i l i l  ciclasa fuesa reelmente m e n m  que l a  que 
.. 
se puso ~r fg ina lmente  en el medin de inauhacibn. 
11. 5 Asacfacibn de la act iu idad de adenilil cicleaa e una ac- 
tividsd de un i6n  ( b i n d i n g )  de  Lq2=1  L-T3. 
Las evidenciss presentedas en 1s seccibn precedente indA 
can que l a  adenilil ciclaaa cftasblica de tfibulos aemfnfferos es 
i n h i b i d a  de rnaners eapeeffica por  la trii~dntironina. En base a 
eeto,  parecib impartante estudiar: 
q )  - la exlstencfa de  una a c t i u i d a d  ligadora de la hnrmona en la8 
preparacionee enzirn6ticea, y 
2) - la interacci6n existente entre l a  enzirna y el sitio raceptar 
putative. 
?or u t r a  parte el sietema descrfptn en esta t e a i a  p r e s ~ n t a  carect= 
rist icas diferentes a1 resto de 10s sfsternas de sMilfl  ciclasas 
sensibles a hormonas. Coma se ha uis to  en l a  fn tr~duea i6n ,  E n  estns 
hltimos, la ciclasa y el receptor harmnnal son dna proteinas inte- 
gralea de memhrena, capaces de ser separadns par m&adm crarnakngrh -
f i c o s  a part i r  de axtractna aolubilizadae con detarg~ntes. En el 
, 
s,istema aqui d e s s r i p t n ,  la ciclasa es una pratefna citos6ljlca y el 
efectn harrnonal se praduce en Fase salu6le. Par 1~ tanta ,  exist ir ien 
dos pnsibilidades tebricas, a saber: 
1) - la horrnona se liga directmenta a la molhcula enzfmhtica pro- 
21 - la hnrrnana se une a un companente preaente en la fraccibn ci- 
t n a b l i c a  de teaticulo.  E l  complejo de e ~ t e  cornpanente(receptor) 
can l a  borwana praduciria el ePecto Snhihitnrio sabre la ciclasa.  
A cant inuacibn se descrihen I n s  exparimentns realizadns para carac -
terizar la act iv idad de uni6n de [le51] L-T3 encontrada en laa  pre -
11. 5.1 Actividad de  unibn de 1-T3 en funci6n del t iempo 
d e  incubaci6n. 
En la secci6n 11. 2 de loe resultados ae indic6 
la existencia de una actlvidad ligadara de [125~]  L-T3 En la Prac I
c56n citosblica ( 5  105) ohtenida luego de una centrifugacibn difg 
rencial de un hamngenato de testicula. Diche actividad represents 
un 64,7 % de la activfdad liqadara de hormcna En el tejido total y 
puede sex considerads comn una unibn espeeifica ya que su valor es 
disminuido haata un 80 % cuando se agregs a la mezcla de incubaci6n 
hormone nu marcada en una concentraci6n tres 6rdenea auperior a la 
de  la horrnnna radfoactfva.  En la Figura 39 se ubaerua una curva de 
t e s  en un 5 105 de test icula  en funcibn del tismpo. La aot iv idad 
de  unihn result6 eer lineal hasta 10s 30 minutos de incubacibn, e 
partir de l o s  cuales la cantidad de h ~ r m o n a  unfda disrninuyb para 
estabilizarse a  la^ 60 minutos  en un valor que result6 ser aproxi- 
rnadamente un 5U % de l a  uni6n m8xfma. Estos rnisrnos reaultados fue- 
ron observadas al estudlar la curva de  tfempo de unibn a la miama 
preparacibn realizada en condiciones  d e l  ensayo de adenilil ciclg 
sa, es decir ,  a 37oC y reemplarand~ el buffer f o s f a t o  par la mez- 
Fiqura 39:- Uni6n especi f ica  de [125~1 L-T a oomponentes rnacromo- 
leculares de un - S 105 de testigulo, en Punoi6n d e l  tiem -
pn de incubaci6n. 
Las incubaci~nes 3e realizaran a 2CaC en la& condicio- 
c la  de reaccibn para el ensayo de la enzima. A partir de eatas r~ 
sultadas se dec id i6  lleves a cabo Iua ensayos de unibn a ZOOC du- 
rante 20 minutna en buffer fnsfato a pH 8 tal cual fue descripto 
en Mat~riales y Hht~dus.  
Una de l a s  caracterfaticas fundamentales de la 
asociacidn entre laa  harmonas y sus receptnrea eepecfficos aa que 
la misma es reversible. Tal reversibflidad puede ser dernostrada si 
se aislan 10s complejoa hormwna-receptor y Be loa incuba en un me- 
d i n  csrente de exceso de hormnna. En ese cam,  al transcurrlr el 
tiempo de incubacibn debe disminufr l a  cantidad da hnrmona unida. 
Un experintento de telee carscter~sticas se encuentra graf icado en 
la Figura 40. Se incub6 durante 20' a 20oC una rnezcla conteniendo 
huffer f ~ s f a t a  pH 8 50 mN, f Z 5 ~ ]  L-TJ, 1.400.000 cpm en una concen -
t r a c i h n  de  35 ng/ml y un - 5 I05 de testfcula en una cnncentracifin 
f i n a l  de prateinas de  7,3 mg/ml (volumen total, 2ml). A 1  f inal izar  
l a  incuhacfbn,  l a  mezcla fue aembrsda en une columns de Sephadex 
G 25 (7  ml de valurnen tatal, armada en une Jeringa deacartahle de 
10 ml de capacidad) y una vez pasada la muestra se recogi6 eLflvo- 
lumen rnuertnM por elucibn con 4 ml de buf fer  fosfatn  50mM pH 8. El 
I '  
sembradu y la elucibn de la columns se realirarnn mantenienda la 
temperatura en bnC. El e l u i d a  fue fnmedfatamente llevada 2 W C  y 
se m i d i 6  le presencia de [ 1 2 5 ~ ] ~ - ~ 3  unida en alicuotas de 0,5 r n l  
MINUTOS 
Fiqura 40:- Dlaoclaci6n aspontknea de 10s complejas [ q 2 5 ~ ~  L-T - 
raceptor en funci6n del  tiempo. La r n e t ~ d o l ~ g i s  sxpari 
mntal fue dasoripte en el texto. t=O corresponds al- 
mmento en que el eluido de la columna de Sephadex fue 
l lausdo m 20W. 
tomadas a dietintos tiempos, segbn el procedfmiento deacriptn en 
Mat er tales  y M & t  ndos . 
La Figura 40 rnuestra que sparentemente existixian dos velocfdades 
de disociacfbn esponthnaa de lo8 c~mplejns horrnona-receptor. Rpr= 
en l aa  primer05 10 minutns transcurridos dead@ el aielamfentn d e l  
cornplejn. A parttr de este tiempo, la disociacibn se hace m8s l e ~  
da. Eate resultado conTfrma la neturaleza rev~rsible de la inter- 
accibn entre l a  tr i indotirnnina y l a  molbcula rec~ptuxa.  
11. 5.3 flsnciaci6n entre l a s  actividades de aden i l i l  cf- 
Las act iv idades  de uni6n de c ' ~ ~ I ] L - T ~  y de ade- 
nflil ciclasa coaxisten en e l  sobrenadante da 105.000 x g de un 
homngeneizado de testicul~. Can el f i n  de saber ei estsa due ac- 
tividsdes eaten determinadas por el rni~mo o por cornpanentea d i f e -  
rentea del S 105, este prepnrsci6n Pue sometida a diferentes pra- 
cedimientos de purificacibn. En primer lugar se hiza una cromstn- 
graf ia  en columna de OEAE celuloaa en las  miamaa condlciones que 
l a s  de la Fiqure  19. La Fiqure 41 ( A )  mueatre el perfil da elucibn 
de dicha columna. La s c t i v i d a d  enzirn6tica eluyb en un Gnico pico  
6 4 
a una cancentraci6n de NaCl  de 0 ,25  H. La actividad de htnding para 
l a  L-T3 se encontr6 en un plco en el peroulado y en ntro pica par- 
cialmente caincidente con e l  de la actividsd de eiclssa. 
Las fracciones de l a  columna de DEE heron combinadae y esta pr= 
paracfbn d i l u i d a  con I vclumen de Buffer A (con el nbjetc de d i m &  
nuir la fuerze ibnica) y sometidm a crornatografia de adsorci6n en 
columna de hidroxllapatita. Lo8 perfilee de s lue ihn  obtenidas en 
aucasfvss repeticinnes de este pracrdimfanto e r o ~ t o g r b f i c n  mastr~ 
ran algunas dlfereneias de reaoluoibn, debida~ principalmenta a 
la cantidad de prntaine sembrada en l a s  calumnaa. Esta dlf iculted 
hizo deacartar este rnbtodo como paso de purificacibn da la entima. 
La Fiqura 41  (8) muestra el prarPj.1 de uns columna de hidraxilapatA 
t a  eergads con 87 mg totslee de protein8 de una preparacibn de D E E  
La s d e n i l i l  ciclaae eluyb en un Gnico pico, e una concontrscibn de 
\' Jr 
s u l f a t o  de arnonio de 0,36 M, mientras que la a c t i v f d s d  de binding 
de 1-T3 aperece d i s t r i b u i d s  en doa p i o u ~ .  Unn de ellue antecede a1 
pica de prateha y a1 otro ae superpone totalmente can el de I n  ade -
nilil ciclasa. 
Es Impartante puntualizar que es usual squilibrer y eluir  l a s  c o l u ~  
nee de hfdxoxilepatfta con aolucianes d e l  anibn Posfeto. En l a  cro- 
matogreFia preaentada aqui, l a  elucibn fue lleueda a cahn par incre -
mentn de l a  concentracibn de sulPato de arnonio debida a que bafie, s 
diferencia drl fosfato,  no ints 4 fare en el enseyo de actividad de 
cf clasa. 
La cromatngrafia de intercambia ibnico (DEAE-celulasa) y la de ad- 
eorcibn (hidroxilapstita) son das mdtodos de aeperacifin besados en 
lee diferencias electrost6ticas entre las rnol~culas prote5cas. Ee 
PRO PElM 
p o r  e s o  que  p a r e c i ó  i m p o r t a n t e  u t i l i z a r  o t r o  p r o c e d i m i e n t o  s e p a r a  -
t i v o  b a s a d o  e n  l a s  d i f e r e n c i a s  d e  fo rma  y tamaño. En l a  F i q u r a  42 
se o b s e r v a  un p e r f i l  de  s e d i m e n t a c i ó n  d e  l a s  a c t i v i d a d e s  d e  adeni- 
C +# 1 2 5  lil c i c l a s a  y d e  b i n d i n g  d e  [ 11 L-T3 e n  un g r a d i e n t e  d e  s a c a r a  -
s a  d e l  5 a l  20 % (p /v ) .  La c i c l a s a  s e d i m e n t ó  e n  un ú n i c o  p i c o  si- 
m é t r i c o  c o i n c i d e n t e  con  l a  a c t i v i d a d  l i g a d o r a  d e  L-T3. E s t a  Última 
a p a r e c i ó  t ambién  e n  un p i c o  con menor c o e f i c i e n t e  d e  s e d i m e n t a c i ó n .  
d 0 
También se o b s e r v ó  una c o i n c i d e n c i a  t o t a l  de  l o s  p i c o s  de  b i n d i n g  
y  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  cuando una a l í c u o t a  de  una p r e p a r a c i ó n  de  
h i d r o x i l a p a t i t a  f u e  s o m e t i d a  a u l t r a c e n t r i f u g a c i ó n  en  g r a d i e n t e  d e  
s a c a r o s a .  
11. 5.4 C o n s t a n t e s  de  d i s o c i a c i ó n  y c a p a c i d a d  d e  un ión .  
P a r a  c a l c u l a r  l a s  c o n s t a n t e s  d e  d i s o c i a c i ó n  d e l  
comple jo  L-T - s i t i o  r e c e p t o r ,  se i n c u b a r o n ,  en  l a s  c o n d i c i o n e s  ya 3 
d e s c r i p t a s ,  c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  d e  hormona no  r a d i o a c t i v a  con  c a n  
- 
t i d a d e s  c o n s t a n t e s  d e  hormona r a d i o a c t i v a  y  de  una p r e p a r a c i ó n  e n  
- 
z i m á t i c a  con a c t i v i d a d  de  un ión .  ( p r e p a r a c i ó n  d e  DEAE). Los d a t o s  
se g r a f i c a r o n  de  a c u e r d o  a l  método d e  C c a t c h a r d  (200)  y se p r e s e n -  
t e n  e n  l a  F i q u r a  4 3 .  Puede o b s e r v a r s e  l a  e x i s t e n c i a  d e  d o s  componen 
- 
t e s  d e  u n i ó n :  uno de  a l t a  a f i n i d a d  y b a j a  c a p a c i d a d ,  con  una cons -  
t a n t e  d e  d i s o c i a c i ó n  d e  6,5 x  I C I - ~ M  y  una c a p a c i d a d  d e  u n i ó n  máxima 
d e  I n g  d e  L-T p o r  mg de  p r o t e i n a ;  y  uno d e  b a j a  a f i n i d a d  y a l t a  c a  3 - 
p a c i d a d  con  una c o n s t a n t e  de  d i s o c i a c i ó n  d e  3 x  I O - ~ M  y una c a p a c i -  
dad  máxima de  24 ng d e  L-T3 p o r  mg de  p r o t e í n a .  
Figura 42:- Gsntrifugacibn en un gradients de sacarnsa del 5 el 20 % 
(p/v) da una preparacibn de MAE. o 
, ~ c t i v i d e d  de edani l i l  ciclssa ; Q , bindin;' de LqZ51] 
Fiqura 43:- Grhficu de Scatchard de la unibn de L-T a une prepare- 
cibn de DEAE de testiculo de rata. El g & ~ i c o  inserta- 
do (arriba,a la derecha) muestra la extrspolaci6n de l o s  
datos c o r r e ~ ~ o n d i e n t e s  a1 cnmponente de unibn de lbeja 
afinidad". Los valores hsn sidn cnrragidoe sustrayendo 
la unidn no eapecifica determinada en ensayos suplemn -
t a d y  con L-T3 no radinsctlva a una concentracibn de 
10- M. 
La existencia de dos afinfdades diferentea e n t r ~  la hormana y Las 
aitios receptnree puede ser explicada de las  sfguientes maneras: 
1) - Exiatirian dae pablacianes de rnolkculas receptoras con distic 
tas afinidadea par l a  hormona. La pablacldn de mehm ~ P i r r i d a d  
Be encontraria en mayor concentracibn que la da mayor af in ided .  
2) - Existixian doa aitioa en la rni~rna rnnlkcula receptors, can d i s  
t i n t a s  afinfdades par la hormone. 
3) - Exiatiria un 8610 tipo de sitfns, per0 habria interaccibn entre 
10s rnfsmas pox medio de un efectn e n ~ p s r a t i v o  negative. Eete 
efectn ee cornGnrnente visual iradn coma una disminucifin de la afini- 
dad entre la harrnona y el receptor a rnedfda que aurnenta la ocupacibn 
de 10s a i t i a s  receptores. Esto ES, la uni6n d~ una molbcula de hnr- 
muna.disrninuir& l a  s f i n i d a d  par  una nueva molbcula mtrante. En la 
diacusifin postsxiax ae evsluarhn eetae tres poeibilfdadea. 
Independfenternante d~ la causa de la exis tenc ia  de doe af in idades  
pnr la horrnona en l aa  preparecfnnes ehsayedas, sa puede eatablecer 
h 
una o ~ r r e l a c i b n  entre ins dos cornponsntes de hindin; y la curva de 
a c t i v i d e d  de la a d e n i l i l  ciclasa en funcibn d~ l a  cancentracfbn de 
L-T3 en el medio de incubacidn (Figura 33). 
E l  efectn inhLbitorio (15 a l  25%) a bajaa concantraciones de harm2 
na podria estar mediada par el componehte de al ta  afinidad, misntras 
que la mayor lnhlh2cf6n ohservade a al tas  concentraciones de hormona 
podrfa astar m,ediada por el ~ampunente de baja mfinidad.  
[12511 L-TJ - unida. 
En el experimento de l a  Figurn 42 ee demostrb la 
V & 
asociaci6n de las actividsdee de binding de fZ51] L-T3 Y de adeni 
lil ciclasa determinandn la8 rnismas en cada una de l a s  fraccianea 
ohtenidas de una centrifugaci6n en gradiente de sacernea. O t r n  ti- 
po de ev$dencia de l a  existencia de d i c h a  aaociacibn puede ser ob- 
tenida indirectemente par incubacibn de una preparacibn de D E E  con 
la harrnnna r a d i o a ~ t i v a  y pnsteriar purificacibn de 10s compfejoa 
macrnmelecularee aeociados con la L-T3 mediante dos etapas sucesi- 
uas: centriPugacf6n en gradientea da sacarusa y f i l t r a c i 6 n  en gel, 
usando columna de Sephadex G 25. Ls Fiqura 44 p r e s ~ n t a  10s result= 
doe de un experimento de tales caracterfstLcas. En ausencia de ex- 
ceso de hormona no radioactiva, se encontrb que l a  rqE1'] L-T3 prg 
aenta eeoc'iaclbn eatable con dne picas rnacromoleeulares con cons- 
parcialmente a 1  pfco  de a c t i v i d a d  enzim6tica. La presencia de un 
picn de uni6n "livianon no cofncidente con le actividad de cfclaea 
habia aida  ya observada en el experimento de la Figura 42. Par otra 
par te ,  le preaencia de harmme . frfan en alta conc~ntracibn En 16 
rnezcla de incubacibn previa a laa  das purificaciones, ellrninb pox 
\* w 
completn las do8 picoe de binding, cnnfirmando le especificidad de 
la uni6n detectada. 
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Figura 44:- Rislsmientn de  complejos de unihn de la L-T3. Rlfcuotas 
de  una preparacidn de D E E  (0,3 ml]&ufron incubedss a 
37oC por 30 minutos con 1 Ci de C 19L-T a una c p -  
centrscibn final de hormo l e de 2 x 10 M dl. 10- M (&I. 
A 1  final de la fnaubacibn, faa mueetra~ fuerbn centrffu 
gadae en gradientes de sacarosa de menera similar a 1n- 
d~scripta en la Figurs 42. Despues de la c e n t r i f u g a ~ i b n  
y el fraccfonarnienta, cada fraccibn ( O , I  ml) fue purf f i  
cada par filtracihn en column8 de Sephadex 625 coma BE- 
daacribe en Materiales Y Mktqgga, Y en 106 elufdos se 
deterrnin.6 radfaect ividad de I 1 y a~tividsd de 
edenf lil ciclasa ml. 
11. 5.6 EPscto de compueatos an6loqos s la t-T, sobre la 
I. 
uni6n de ~'~'11 L-T3. 
Pare poder correlacinnar e l  ef ecto inh iha tr ia  de 
6 
la 1-T3 sobre la adenilil ciclaaa y la cepacidad daabinding de la 
L-TJ en lee preparaclones enzim6tlcss, resulta inportante astudlar 
l a  eapecificidad estructural de la unibn de 1s hormuna a 1  receptor, 
E l  estudio fus abardado determinsndo la capacidad de un - 5 405 incg 
bado con uns cant idad constante de L' 2 5 ~ ]  1-T3 y can tidades crecien -
tes  de L-T3 y L-Tq, aai como otros anblogos de estaa hormonas. En 
la tabla  13 se encuentran las I para 10s d i s t i n t o s  compuos~os e~ 0,5 
tudiadas.  La 1 se define comn la concentrecfbn d e l  compueato que Ot5 
inhibe en un 50% la cepacidad de"blnd1n; de P''I]L-T~. 10, resul- 
tsdoe de l a  tabla  13 muestran qua s i  bien nn ax ia te  m a  coincidencia 
TABLA 13 
Desplezmiento delk'binding 'da 1 1-T3 a una preparaci bn - S 105 
par e l  apreqadn de  L-TJ no radinectiva, 0 dis t in tos  compuestoa es- 
tructuralmente relacionados can la hormonm. 
Concentracidn de ligenda no radio 
ectivo sue provoce una disminuci~n 
dell% % de' la capacidad dew binding * 
de t I] 1-T3 
L-T4 
T R I  AC 
MIT  
OIT 
numbrica extrictamente de los  valores de  I y la n~ncentracldn O F 5  
de campueatn que produce un 50 % de i n h i h i c i b n  de la ac t iv idad  
de adenilil cielaaa (Fiqura 351, se da cierto grado do correln- 
ci6n entre la capacidad inhib l torfada  cadn campuento sobra la en- 
zirna y la unrreepondiante de desplezar a la L-T3 de lorn aitios de 
uni6n. Compueatoa c a m  el MIT y e l  D f f ,  que pr6etfcamente no i n h i  -
ne,que t e n h  un efecto inhlbitorio menoe pntente que 18 txfiodatA 
ranina, tiene tanbi6n un I mayor que el da la L-T3. El TRIAC, 095 
que sblo presantaba un efecto d ~ !  fnhfbicf6n a sltae concentracio- 
0 ry 
nes, despleza un 5Q % del binding e una ooncentrercI6n d e l  ordon de  
10-= M. 
tus reeultedns descriptos an esta saacibn ind ican  qua la 
sdenllll ciclasa a o l u h l ~  de testf cula es Inhf b i d e  por la trf iodo- 
tiranina. Parte do e e t o ~  resultadua han sido publicados I23a, 231, 
232). La hormone se comporta coma un Inhibidor revera ib l~  no cmn- 
prtitivu de 1s activfdad enzim6tica y el efecto i n h f h i t n r l ~  es apg 
rentemente especifico ya que nn se ohaerva an ciclesas de otrns t= 
Aidurn. Reapecto de eate 6ltimn hecho podria pensarse que le L-T3 
ea capaz de i n h i h i r  a la* ciclasas dapendientes ds ~ n " ,  ya que el 
e f  acta tamblhn f UE observado en l a  adeniltl clclasa da esparmatozoi 
I 
des <seccIbn 11x1 y en la ciclasa de Meurosp~re crassa (no mostrs- 
do), Sin embargo an estas doe casoe &lo se nbsrrub inh ib i c i6n  a 
e l tea  cnneentreci~nes de l a  hormone ( IO-~H). En el cam de le en- 
zima de testicula,  la reapuesta inhlbltoritia cubre un rangn amplio 
-9 de concentraciones de L-T3, de 10 a IO-~H. 
Si b i e n  l a  mayor i n h i b i c i d n  ae encuentra a concentraciunee de L-T3 
nas a la8 f iaiolbgicaa (15-2s) ea cnneistentsmente reproducible. 
Un hecho importante es que la 5nhfbicIbn Pue estudiada in vitro y 
par lo tanto no ee pnslble atrfbuir alguna aignificacibn f f s i a l b g  
ea a1 efecto encqntrado. No obsk~nte  las aiguiantes element08 pue- 
den ser tomedos an consideraci8n: 
1) - Laa concentra~i~nas da L-T3 llamadae "fi~inlbgicas~ curreapon 
den a los niveles harmonales en plasma (table 5). Nada se sa- 
be acerce de la real ooncentracibn de L-TJ en el t e s t i cu lo ,  y much0 
rnenos en l a s  cb lu las  de la line8 germinal. Ademba, no s~ puede des- 
cartar que exlsta una compertimentelizaci&n de l a  hormnns dentro de 
la cGlule, de manma t a l  que, p ~ r  ejempln, en a1  compartimentn ce- 
l u l a r  en que se enauentra l a  adenilil ciclasa, l a  L-T3 pueda alcan- 
zar concentracianes muy superioren a l a s  del plasma. Existen widen -
cis8 de que an ciertoa brganoa de rates normalea tales camo pulmbn, 
higada y riflbn l a s  concentreeionee da L-T3 son respectivsmente 2, 6 
y 70 ueees mayores qua lac del plaamn (224). 
2) - Adem$& d e l  efecta inhibitorio in vitro,  en axperimentaa reali- 
zador a i n  deatruccibn celular (Figures 37 y 38) se dsmostrb que 
l a  L-T3 es capaz de disminuir 10s nivales endagenos de RMP ciclico 
L-Tg drl rnadiu de incubecifin que poesen l o s  truzne de teaticulo.  Si 
se ohserva 18 figura 36 A, se uer6 que la eurva de captacibn reali- 
zada a bafa a c t i v i d a d  sapeeifSea de hormana red ioa~t iva  <?Ocpm/pmol) 
llega a una nmeaetam e 10s 60 minutos con una incorporacibn a1 te- 
125 dido de unaa 700.1100 cpm de [ 9 L-T3. Este valor aquivsle a 70 nano -
-lee, o lo que es la rnisno, 4 5 ~ 9 .  Teniendo en cuente que cade trg 
z t ~  de testiculo ineubado tenfe un peso hhedo de alrededor de 79, 
l a  concentracibn de hormnna cept~da  l legeria a 45 pg/g de Peso h h g  
do, valor que reaulta cuetro 6rdenea de magnitud mayor que el enCO2 
trado en h f g e d ~  de rat. (0 ,005 pg/g) (224). 
El ef ectn i n h i b i t ~ ~ i o  anbre la ciclmsa de teaticulo ea tambihn eapz 
ci7ica en tbrminns de la estructura hormanal. Respectn de esto Be 
comprob6 que 10s compuestas m6s potentea desde el punto de vista fax 
macnl6gico (L-T3, i s o p r n p i l  di lodnt ironina  y tiroxina) presentsron 
la eficlencia m8s a l t s  en tdrmlnos de su capacidad pmre inhibir  l a  
act iv idad enzim6tica. En cambia eetructuras poco activas farmcolb- 
gicamente carno la mono y d l  iodotirosina na pmdujeran mayor e f ~ c t d  
i n h l b i t o r i a .  
Una p n s i b i l i d e d  qua nu se puede deecartar ea que la8 harmanas tiru& 
deaa presenten l a  prapiedad de l n h l b i r  a cfertss enzimas que utilf- 
cen nucledtldos de adenina como sustratna o como cafactores. A 1  reE 
pecto ym se ha mencionado en la Introduccibn el efeeto inhlbitoria 
in v i t r c l  descriptn para algunas deahidrogenasas dependientes de RAU 
(146,167) y para la fosfodisaterasa de AMP cf~licn Il6O). De tadus 
modes este efecto no deba ser generalizad~ ya que en loa experfm; 
t n s  aqui descr iptos  ( tab la  91 se demuestra que axiaten enzlmas que 
usan ATP cnmo suatrato (v.g. adenilil ciclssaa de riiibn, hfgada, 
cerebrn y cnrarfin) que no son fnhibfdm por laa harmanas tlrufdeaa, 
La inhibicibn de l a  ciclasa soluble de teatfcula por las h o m n a e  
tfrofdeas podria aer cnnseouencia de una interaccibn direct8 entre 
la hnrrnons y la mal6cula enzim6tica a elternatlvarnents pndria ser 
ol resultado de  un fen6mena m6a compleja que involucrare molkculas 
recept ores.  Loe experiment oe de m i  dn de [1=1] L - T ~  dmastrer~n que 
en tndos los psaoB de p u r i f i c a ~ i h n  ensayedue exist8 euperpnsic.ibn 
entre la actfvfdad anrim6t'iea y la act iv idad lfqadura de hormona. 
En lnsperf i les  cromatogr6f"icoa y de sedimerrtacfbn mostradaa en la8 
Figuras 41, 42 y 44 es p o s f b l e  observar par otro lsdo pfcaa con ec 
- 
t l v i d a d  de uni6n de  L-T3 que no pnseen a~tividad de ciclaea, pero 
en todos 10s casos l a  actividad de a f c l a ~ a  eat6  ~compafiada por ac- 
tividad l igadnra de hnrrnona. Esto filtimo, surnadn a1 hechn de que 
el ~ f e c t o  inhibitorin es obserwado en preparacinnea enzlm&ticaa 
ubtanidw despu6a de t res p ~ s o s  de purificacf bn (DEE, h i  druxilapg 
t i t a ,  gradlente de sacaroaa3 y que t a l  efecto nn es anulado por el 
pretratamiento de la ensfma can agentea disociantea de prntsinas  
(ver t a b l e  121, podria ind i car  que la L-T3 estg interactuendo de 
manera d i r e ~ t a  can la rnol8cula de ciclaae, bfan con una mnl&cula 
receptors fuertemente unide a la misma. 
Results interesante cornparer el efecto de la L-T3 subre l a  ciolaea 
snluble de testfculo can l a  inhibicibn in vitsn de la ciclasa de 
membranas de t iroidas  descrfpta par Friedman et a 1  (154). Ambus 
-
efectos acurren e altae concentraolnnes de 1-T3, aunque en el casn 
de la ciclsea de t iroides  La i n h i b f c i 6 n  sb lo  l l ega  a un 5U 1 a con -
oentraniones de hornona d e l  orden d~ 1 f 4  FI. Por otro lado, mientrse 
la inhibicfdn de la ciclasa de tes t$cula  es de t i p o  no cornpetitivo, 
la obeervadn en rnembranas de tiroides es de tipo competitiun. El 
efecto  sabre la ciclasa de tiraides no parme estar rnediada por un 
receptor de membrena ya q u ~  La i n h i b i c i b n  se conaerva sbn despuks 
de s o l u ~ i l i r a r  la enzima con detergent@. 
Por Gltfmo, ea importante destacar que de tadas l a s  hnrrnonas eono- 
cidaa haeta el presente que modif i c a n  la activedad de lm a d ~ n i l i l  
ciclases s61o se demaetrb efecto inhibf for iu  para la fnsulina en 
membranas de paniculo adipnsn de epidfdimo de xeta (27) y en rnsmbrz 
nas da Neurospnra crassa (24). De tener alghn s tgni f icado fisfolb- 
gico el efectn dascripto en esta tesie, l a  L-T3 se convertiria en 
la aagunda hormuna cunacfda can capacidad de inhibir la eintesis  de 
AMP c ic l i ca .  
Carno fue rnencionado en el capituln U de la Iniiroducctbn, laa 
espe~maCuznides presentan una ac t iv idad  de admilil  ciclase depen- 
diente de ~n",  inaeneible a f l u a r u r o  y no astimulable por gonedo- 
traffnas. Esta cf~laaa estb l n w l i z a d a  fundarnentelmehta en 18 Pras 
c i B n  c~rrespnndiente a la memhrana plaembtics < 1 q2, 11 4, 1 4 9) Dada 
que las cblulaa de l a  linea germinal poseen m a  mctividad de ~den i -  
151 e;iclrrse soluble y que repreemtan l o s  mestedios precuraoPaEj ,En 
sl prncesa de. frmmnZ6n de eap~rmatuzoides, parecL6 impartante es- 
tudfar elgunas naractarlsticae de fa c i ~ l e a a  de eapermateznfdes y 
compararlaa crtn las yd eatudicadaa para la ciclasa soluble de lfnee 
I 
LO.B eepermatozaides Fueron obtenidos de l a  aiguiente manera: la3 pof: 
ciones caudales de las epidfdimos de cinca rakaa fueron oartadaa en 
tPaZos  y aummgidafs &h 50 ml de una soll lcfen ~nnteniendn buffer  TRI5- 
HE1 1DmM pH = 7,4, N a C l  1411 mbl, My SO4 D,5mM, DeCle O,i5 mM y albd 
I 
mina &rim bnvina D,1 I (p /v l ,  
LDB truxos fueren dejadae a temperature ambiente dufants 15 rninu.t'oa 
(los espexmatozoidea ee dispersan en el lf quidn pnr su prnple movi- 
If dad3 y la suspensidn Pu& 3uega f i lt~etda pop @Ie,eda chinaM. El f f 1- 
tmdo Pue centr i fug~dn a 870 x g durante 5 minuhas. E l  anbxenadan- 
te BE d e ~ c s x t b  y el s<ed5mentn Que "lavadogl tres vecee aon La a~lucl .6n 
monciunada mediante aucesivas resuspensinnes y cerrtrifugacinnaa. 
El sedimento de la dltfrna centrifugacibn fue reauapenrtidn en qO 
ual6menes de Buffe r  A y se hamag~neiz6 en un desfnt~gradar de t e -  
jidoa. La obeervaci61-1 microscbpiea de la preperacibn desintagrada 
rnuetr6 colas sueltas, un A0 % da cabezas intactas y gran cantidad 
de material granular emorfa. Este homngeneirado fue centrifugada 
a 270 x g durante 'ID minutbs y el sobrenadante obtanido Fue centrf 
rugado a 9Q5.0(30 x g durante 90 miputas. E l  sedfmento de eeta h l t f  -
ma centrffugacfbn fue uti l izado comn Puente de enzima y sera denn- 
minads P AQ5. 
111. 1 Efecta ds l a  L-T3 sobre la ec t i v idad  da la a d e n i l i l  oi- 
~Xasa de ~aperrnataroides .
En l a  s ~ c c i b n  IX dB lo8 Reaultadae se h a  descrfptc en 
detalle el efeoto inh ih i tor in  que ajaroe 1s L-T3 snhre la entiwidad 
de e i c l a ~ a  aoluble  ds testf culo. 
A h  cuatldn esta inhiblcihn na tuviera implfcahcias f i s fo l6g ices ,  l o 8  
resultados descriptos Mican que es eapecifica para la enzime de 
teaticulo y no so detecta en cfclasas de otros t e j i d n a  sdultaa de 
la rata, E s t ~  hechn puede servir para caracterizar y d i s t f n g u i r  8 
l a  mal&cula de adenflf 1 ciclasa soluble de  testfculn del reeto de 
108 sistemae d~ cfclaeas unidas a rnembrsnaa de o6lulaa de memfferns. 
S l  la adenilil cicleaa de espermatozoides eetuviera gen6tfcam~nte 
relacionada can Is snzima s n l u h l e  de teatfcula, la prirnara debexla 
ser senaible  a la inh ib in ibn  par L-T3 a1  igual que La segunda. Con 
el objato de axplnrar eeta p o s i b f l i d n d ,  se es tudfb  la mctividad tie 
l a  adenilil ciclasa de eapermatozoidea en funeibn d e l  tiempa, use l  
do MQ++ Mn++ carno catidn divelente y la preaencia susencla de 
1-triiodotironina a una c~ncentrscibn de 1 0 ~ ~ 1 .  LOB r e ~ u l t a d ~ ~  se 
eneuentren en la Fiqura h5. La actividad enzirnhtiea en praeencie 
de ng4+ es sdlo un 2 % de la detactsde en presancis de MR*. Par 
utra paxte el fluarura no eJerca ninghn efectu eobre la ac t iv idad ,  
eualquiera ams ol catibn diua lente  utilizedo. E l  agrsgadn de L-T3 
a una a l t a  concentraci6n (IO-~H) produjn una inhibioibn da la ~ c t i  
vidsd de ciclesa d e l  orden de 85 %, tanto en 8~8encia  coma en pre- 
sencia de F-10rn~. Es intexeaanta deata~ar que, a 1  igual que l a  en- 
zlma soluble de teaticulo,  la actividmd de cielasa de nembrangla de 
esparmatozoides es l ineal haate por lo menns 20 minutoa de incuha- 
eidn ir 37oC. La i n h i h i c l d n  pox la L-T3 ocurre desde el comienzn de 
l a  xeaccibn, indlcendo nuwamente un t i p o  de interaeeibn r6pida entre 
l a  enzime y la horrnnns. E l  porcentaja de inhibicibn de l a  enximi 
-4 dc asperrnstozoldes a una concentrscibn de L-T3 de 10 H ee del mis -
rnn orden que el observedo pare 18 enzirna soluble de testiculo a 
la m i s m  conesntracibn de hnrmones. Sin  srnbarga, s concentraofonas 
hitoriu sobre la enzima de e s p e r ~ t a t a i d e s  (no mostrado). Esto hecho 
podria descartax una implicancis Piaiolbgica de 19ehorrnonas tiroi- 
dams aobre l a  c ic laae  de seperma, paro naa permite esteblecer le 
existencia de una airnilitud funcional entre eate bltim y la ade- 
Fiqure 45:- Actfuidad de clclaaa de un P 105 da eepometozoides en 
f unc26n d ~ l  tiempo de incub=. 
(O), ensayo reelizado en preggncia de ~n*; bQ3 ensayo 
realizadn an presancis da-p  con el agregado de L-T3 
a una concantraE)bn de 10 M; 0) ansayu reellzed. an 
p r e ~ e n f i h  de Mg A Los simbalos Jlenas cnrrsapanden e 
incubacionoa auplmentadea can F a une concent raef bn 
de It1 mM. 
n i l i l  ciclasa saluble de t e s t f c u l n .  
La Fiqura 46 muestra un g r & f i c n  de inversas de l a s  WE 
locidadea dE! reaccibn en funci6n de las invexeas de l a s  concentrg 
c l a n ~ a  da A l T  en la rnercla de incubacibn para las actfvidedes de 
a d e n i l i l  ciclaaa de un S 105 da testfculo y un P 205 ds esperma- 
tozoides. En presencia de una concentracibn f i j a  da ~n+ ' ,  auper i~r  
a la que f orme el comple j o  Mn ATP~-, embas enzimas presentan una 
I 
dapandencia rnichaelians de las velocidadea inlciales reapecta de 
la cnncentracf6n tetal de ATP. Debido a que no se conoce cah pre- 
c i s f 6 n  la concentracibn mnlas de l a s  enzimas en las prepasacionee 
ms-ftyadas, l a s  velocidades mdximas de ambaa enzfmas resulteron d f  -
ferentas, pera la af in idad  por el austrata reault6 ser iGnt i ca  
(ambas presentan una Hrn ATP = 1 mM.1. El valar de las canstante de 
Michaelis determinado pars estas dos enzlrnaa es mayor que el deecr9 
t a  en la lfteratura para la$ adeni l i l  c i c l a ~ a d  de membrena a e n s i b l ~ s  
a harmonas, el cue1 se encuentre en el a ~ d e n  de 0,01 mM (271). Esto 
f i l t i m n ,  p u a d ~  ser cnnaiderado coma una caractesistf ca d i f  erencial 
del cornportamienta de ambas enzimaa, reapacto de ntras adanilil CL 
clasas de rnamiferwe. 
111. 3 Snlubilfraci6n de l a  adenllil ciclasa de aspermatazoid~~ 
por tratamienta con detergentes. 
Fiqura 46:- GrhPfco de Lfneweavar y Burk de Is reemifin de adenilil 
ciclasa catallzada por un S 105 de testicula (4) y por 
un - P 105 de e e p o r m a 8 ~ z a l d e ~ @ ,  
mental entre 18s ad,eni l i l  ciclaaas de c6lulaa gerrninalea y de espez 
rnatoznides radica en su local izac ibn intr~celuler. La primera se efi 
cuentxa en el cftosol ,  mientras que la aegunde est6 ssociada a la 
membrana plasm6tice. Gun el objeto de conocar el tipu de interaccibn 
exfstpnte entre la edenilil ciclass  da eapermatozoides y 1s membra- 
na, @e incuheron <a 40C durante 20 minutns) a l f c u n t e s  de un - P 105 
con una ealuci6n de buffer A eonteniendn d i a t i n t a s  cancentracf~nes 
de NaCl a 10s detergentes  na i6nicna B R I 3  58 y Tr i t an  X-100. A 1  f i  
nalfzar l a8  incuhacfnnes,  h e  elfcuatas fueroh centrifugadaa a 
105.000 x g du~ante 60 minutns. Las sobrenadantes Fuernn' separsdos 
y- 10s precipltados fueron r e s u s p ~ n d i d o s  en buffer  A ,  rnidigndnae la 
act iv idad de ciclasa en amboa, LOB resultados se encuentran en la 
tabla 14.. 
Coma puede apreciaras, el tratamientn con buPPer A libera a1 Sobre 
- 
nadahte un I S  % de la act ivfdad t o t a l  de ciclase. €1 eumento de l a  
f uerra f 6nica la so~ucibn de lavado de las rnembranaa del P '105' no 
-
p r ~ d u c e  mayor solubilisacibn de la enzirna (10 a1 14%). En carnbio, 
sl tratamfhto d~ l a s  rnemhranas con detergentes no ienfcos produce 
una real &l&il izaci6n de la anzirna, d e l  orden del 50% para el 
B R I J  58 y a1 TRITON X I00 a concentracianes Pinelea d e l  1 y 2 % Cp/v) 
resp~ctivarnente. Estas detos indicarian que la a d e n i l i l  ciclEfea de 
sspermatozaidea no es una proteina de l a s  llamadas perifbrfcas o 
wd6bi lm~nte  unidas" la membrane, sin. que presnnta una uni6n d e l  
t i p c  de  18s protelnas intrineacaa integralea de membrana, y e  que 
solamente es eo lub i l i zade  con agentes diarupto~es de la8 i n t e r a c c i o  
- 
8olubillz~ci6n de la actividad de mdenilil ciclasa de membrmes de 
~spamatnzoldea. En la tabla figura la ectividsd de ciclaaa en el 
precipitado y en el sobrenadsnte de una centrifugacibn a 105.000 x g 
de un - P 1d5 tratado con NaC1, BriJ 58 o Txftan X 100. Otraa dats l las  
se eneuentran en el texto. 
TRAT AMIENTfl 
ACTIUIDBD DE AWNILI L CICLASA 
pmoles totales/rnl % an el 
precipitado snbranadante sohrenadante 
BUFFER A 6 ,95  '1904 13 
+ NaCl 
+ NaCl 
+ PdeC1 
+ NaCl 
+ BRIJ 58 0 , l  % 
+ ERIJ 58 I % 
+ Triton XltlO 2 % 3,57 3,93 5,2 
nas hidrof6bicas (dstergentea). 
111. 4 Ultracentrifuqacidn en gradentea de Bacarosa. 
Con e l  ohjeta de comparar lo8 coeficientas de ssdimen- 
tacibn de laa adenflfl ciclmes de eapermatazoidss solubLlfzadas Eon 
T r i t o n  X IOU y citosblica d~ c6lulae gerrnfnales, se rsalizaron cen- 
trifu~meiones en gradientes de sacaroae del  5 al 20 % (p/v) conte- 
nf anda Triton XI00 a1 0 , 5  % (p /v)  (Figure 47, 0 y E l .  Gem cantral, 
ae c ~ r r i b  un gradiente de le clclssa aoluble  de testicula s i n  d e t e ~  
gente (Fiqura 47, A).  
Aprnximadsmente un 411 % de Is actividad da ciclasa de oaparmatozoA 
dsa aolubilfzada cnn Tritan aedimentd en un pfco can un coef'icf~g 
te de sedimenta~i6n de 4,3 S, valax i d h t i c a  a1 ahtenido pam la 
enzima soluble de t e ~ t i c u l n  corrida en las mfsmas condicionea (Fi- -
qura 47, B y C). El 60 % reeCanCe de l a  actividad enzirngtica bad2 ' 
mentb an el Pando de l  gradionte. Si se cornparan las figuras 47 A y 
0 ,  sepuede observ~r que la presencia del detergente no ibnicn no 
alter6 el ca~Ticiente  de s~dimentacibn de la enrima aoluble de fes -
tfculn. S i n  embargo, 1s presencia de Tritan en el g r a d i ~ n t e  provn -
c6 l a  eparicfbn de par te  de la actividad de la enzima s~luble s e ~  
brada, en el f a n d ~  d e l  p r a d i ~ n t e  (Figura 47,H). E l  hscha de que 
tanto la ciclasa citns6lice Gomo la de membrana so lub i l i zada  hayan 
preeentadm activfded en el fondn de lee gradientes, cuenda &stas 
contedan Tritnn X 100 puede ser interpretado en t6rminos de una 
fdmacihn de agregadoa rnacromnlecularee entre la enzima y el deCe2 
gente,  5e descartb la p n s i b i l i d a d  de que la act iv idsd encontreda 
en el f m d a  del gradiente correeponda a una Farma ensirnhtica de 
a l tn  cnef iciente de sedimentacibn ya que , de s ~ r  a d ,  dicha farme 
deberia tener un coeficienta mayur de 11 S, lo sual ~ i g n i f i c a r i a  
ciclaea da rnembzanas (lne S 20,W para laa ciclasas de membrane8 so- 
lubilizedaa con detergentes oscilan entre 6,0 y 7 ,5  51, En base a 
Fisura 47:- U l t r E i ~ e n t ~ i f ~ g a c i b n  en gradfentee de sscaroaa (5-20 %). 
Preparsciones enzim6ticss sembrsdes: en A, - S 105 de tas  
ticulo; en 8, S 105 de teet%culo contani~ndo Triton X~BO 
a1 2 % (p/vT y x ,  s ~ l u b i l i z a d ~  de un P 105 de esper- 
matozoldss con ~ r f % n  X 700 sl 2 % (D/V). 
Lca gradLentea B y C contienen f xi tdh- X 100 an una con- 
centrscibn f inar der 0,5  %. 
la8 conaideracfnnes anteriores, podenma concluir que la9 c ic laaas  
de esperrnatnznidee y citosblica de l i n e 8  germinal presentan ~1 mls -
mn coeficiente de aedimentaci6n. Pnr otra parte, la ciclasa cftn- 
ablica de teskfculo sepia una m n l ~ c u l a  eon paca capacidad de unir 
detergente ya que su caeficiente de nedimentacibn no varfa par  la 
preaencia del mfarna en a1 gradiante.  E s t e  hechu ea interpretado co -
mn una eacasa hidrofobic idad en la rnalbcule y eeth de acuerdo con 
el volumen eapecifica parcial nbtentdo de 0,76 ml/g (ver seccibn 
1.4.2) que es caracterfatico de p r a t a f n ~ ~ l o b u l a r a s  so lubles ,  
Los experimentns descriptoa en esta seccibn proporcln -
nan informacibn adiclonal  anbra las aimil i tudaa ya cnn~c idaa  entre 
les actividades d~ adenilfl ciclasa s o l u b l ~  de test iculn y de mem- 
branae de espermatozoides. Las do8 actividadas son dependientaa de 
~ n + +  e i n s e n s i b l e s  a flunruro, n u c l e d t i d ~ ~  de guanosine y toxin* 
del cblera. En eata  t e s i a ,  se ha dernastrado que ambaa enzfmas son 
sensible8 a la inhibici6n por L-T3 (Figura 451, que presentan la 
rniarna km para a1 AT? (Ffgura 46) y que prnbablamenta poseen el mis -
ma tamsfio CFfgura 47). Adam68 se pudn cornprnhar que la ciclasa de 
espermat~znides es una protefna fntrinseca de mambranas ya que s61o 
es s a l u b i l i z a d a  pnr la accfbn de deterpentea. 
En el t raba jn  de Braun y Dods de 1975 ( 4 )  se lenzd par primers vex 
l a  idea de que la ~ i ~ l a e a  de la linea germinal podia representar 
unn farma precursnra soluble de la ciclasa de membrana de @sperm= 
taaoides. Lee similitudes oncnntradaa entre ambas enzimae podrian 
ref nrzar este hfpbtesis. Sobre t o d ~  teniendo an cuanta Im similitud 
en el tam~lflo de l a s  doe ciclasas. Cebe destacar en este sentido que 
I 
lei enzima de sspermatotofdes presenta un coefZclente de aedimente- 
ci6n da 4 , 3  8 que, ademis da sax idhnt ico  sl de la ciclasa aaluble 
de t a s t i e u l a ,  em eensiblemente menor que los hallados para les ci- 
cleaas tipicas ds rnembrana, qus oacilan antre 6,O y 8,0 S (ver te- 
hle 8 B i a ) .  E e t o ~  he~hns conf~rmr~an qua pese a ser una cfalsea 
de membrana, l a  enzima de asperm~ltozoides presenta h e  similitudes 
cm l a  cfclasa soluble de la l inea germinal qua ccn lao cfclaasa de 
membrmna de otroe tsjidcs. El proceao ds incnrporaci6n de protefnes 
a lae membranae o el paesje de prateinas s travhs da laa mismas ps- 
ra ublcarse en dis t in tos  cmpartimantos celuleres xsefbe el numbre 
de trsnslucacibn. E l  mecenismn por a1 cual ocurre eats tranabcac~6n 
ha aido  ubjeto de numeroeas estudlos en loe hltimna afioa (para una 
reviaibn ver 2251, Exf sten bhaicaments doe modelaa da tranalnceci6n : 
co-traduccional y post-traduceional. En el pr%mer caso la proteina 
va penetrsnda en la membrana a medida qus es aintetlzada pnr r l  ri- 
baanrna, Lea prateinas que se a i n t ~ t i x a n  mediants este mecaniemo ge- 
neralmante presentan en su extreme N-terminal una eecuencfa da mi- 
t i d a  seflal. De  ate menere, el pfiptido nacienta ee dlrlgido pox d i  .- 
cha secuencia hidrafbbica hacia el interior de la mambrana, de t a l  
mado que lss protefnes qw m translooan co-trmduccionalmenta son 
sintetizadas an poliaomsa unidos a membrane (226). En el segundo 
cam, l a  proteina ae sintetiza en forma cornpleta-antes de sex tranz 
locada. Esta einteais ocurrs en 1 ~ s  ribusornee libres y datermina 
la existencia de uns forma sa lubla  transitoria de una proteine cuya 
dastino final eatb en l a  mamhrana o en aLgGn compartlmnto u or- 
genela para llegar al cual debe atraveear una membrana (227). Ests 
fnxma soluble transftoria tendria una secuencia hidro f8b ic~1 ,  nn ex- 
puests, nclufda en el interior de Is molbcule. S E Q ~  la hipbtesia 
d e l  "gatilladon de Wicknar (2271, sl tumar contacto con l a  membrg 
ne (quizbs con alguna m~Xbcula receptnra eepecifiea) la forma so- 
* 
luble sufriria un eemblo cmfo~maeional que expondrga le secuencia 
hidrofbhiea permitiendo as% la translncaeihn. 
Sf bian heats el presente na existen datos experimentales a1 ree- 
pecto, se podria eepeculer qua la adenilil eiclasa de iembrahaa de 
espermatozofdes fue translocada por un msceniam de t ipo  post-tra- 
ducclonal siendo su precursor so luble  la clclesa e ~ l u b l e  de lae c& -
lulas de la lfnea germinal de tasticula. 
IV. PURIFICACION PARCIAL Y PROPIEDADES DE LA ADENTLIL CICLASA SOLU- 
BLE DE NEURDSPORR CRASSA. 
Camu ya fue comentadn en la Intrnducci6n (capitulo VII), Flawi6 
y Tnr~es  describieron en una serie de publicacianes, 18 existencia 
de una activldad de adenilil ciclaaa aaociada a membranes de la mu- 
tante n s l i m e V d  N~euraspora crassa. Esta enzirna es dependiente de 
~ n + +  e insensible sl f lunru ra ,  la t ax ina  d e l  cdlera y 10s nuclebt& 
dos de guanosina. Tales propiedadea Quernn pneteriarrnente dernoetrz 
das en ~ f c l a s a s  de eucariotea inferinree, a saber: Mucor Rauxii 
(272) , Blastacladiella emersonf ( 213) , Saccha~omyces cerevisiee (214) 
y Trypanosoms ~ r u z i  (215). La cepa flslfrneN fue uti l irada par l a s  
autores mencionados en vfrtud de que a1 carecer de pared celular, 
Las c 8 l u l a ~  pueden ser rntas con mayar f a c i l i d a d  y de es ta  manera 
nbtener memhranae plasdt icas  can alta gradn de purgza y buen r e ~  
dimiento. Lmcepaa miceliales de N.crassa tamhf6n poaeen una acti- 
v idad  de a d e n i l i l  ciclasa. Sin embargo, la5 cerscteristfcas de ssta 
actividad enzfrn6tlca na han sido eatudiadas en detalle. Se conacen 
fundamentalmente das prupiedades: 
1) - la actividad enzirnfitica ea estrictarnenfe dependiente de ~ n + + ,  y 
2 )  - eea actividad eat& ausente en las cepas de fenatipn "crisp" 
portadoras de la rnutacidn cr-l (uer Intrnduccihn). 
Experimentos preliminares mostraran que cierta proporcibn de la ac- 
tivfdad de ciclasa de un homogeneizada de la cepa aalvaje de N.crassa 
(StL.74) permanecia en 81 sobrenadante de una centrifugacibn a 
105.000 x g duxante 60 minutos. Este hecha podria indicar la exis- 
tencia ds une fnrma s o l u b l e  de adenilil oiclaaa en el hong~ .  Eata 
forme soluble tendria, por lo tanta,propfedkdea sirnilares a 18s 
de la ,adenilil ciclaaas citoablica de testlcula en ~ u n n t o  s su 1~ 
calizmcibn y requerfmientn~ de catf6n dlualenta,  y difarentes de 
l o 8  cono~fdas  per^ 10s sfsteman de ciclaaae de rnmbranas sens ib l e6  
a hormonas, Par l o  tanto,  ae padria a ~ e p t a r  sapeculativamente que 
loa sistemea de a d e n k l i l  ciclasaa dependientes de ~n'+ son mrac- 
teriaticos de l n s  nrgant~mas eucarintes primitivoa y de  la^ c6lu- 
las germinales d e l  tes t icu lo  de mam%feroa, y qus un rasqD peculiar 
de estns ~istemas es la presencia de antivfdad catal i t ica err T r a ~  
c lones  aolublee. De ser cierta t a l  afirmacibn, cnbra Importancia 
e l  estudia dpl IPB par6metros ma$ecularss de la fozma anlubla de l a  
adenilil cicla~la de Neurospora y su camparacibn con 10s encontradm 
para l a  ciclasa citosblfca de taatieuln. 
I V .  1 Identificacibn de une fnrma soluble d~ la a d a n i l i l  cicla- 
sa en l a s  capas rnlceliales de N.cra8sa. 
E l  primes enfoque experimental estuvo deatinado a sstabl~ 
cer fehacientemente la existencia de una furma soluble de ciclaaa 
en Neurospora. Para ello serealizb un fraccionamiento de un homoge- 
n o i z a d ~  de micelin do la cepa S t L  74, msdfante centrifugacibn dffe- 
rencial. Los micelios fueron homogeneizados sagfin ee describid en 
Materiales y Mktadua. E l  extract0 fue centrffugadn a 1.100 x g du- 
rante I U  minutos y e l  aobrenadante obtenido fue sometido a centri- 
fugacibn a 12.0D0 x g pox 10 mlnutos. E l  sohrenadante de esta blti- 
ma centrifugaei6n fue centrifugado a 705.000 x g par 120 rninutae. 
Los resultados de e s t ~  experimento ae encuentran en la tabla 15. 
TAflLA 15 
Distribucfbn de la ect iv fdad de a d e n i f i l  ciclasa deepu6s de una ce1  
t r l fugacibn dfferencial de un mice190 de la cepe StL-74. LOB ~ e d f -  
mentos de cada centrifugaci6n fueron homogeneizadns en Buffer A. 
FRACCION 
ACTIU 1 DAD DE ADENILIL CICLAf A 
UOLUMEN PRUTELNA f OTAL ESPECIFICA 
105.00Dxg mbrene- 
dente  
De lo8 datoa i n c l u i d ~ s  en la tabla 75 puede cuncluirse lo s i g u i ~ n t e :  
1 3  - La sume de las actividades totalee de la3 fraccianea de centri 
fugacibn ea murho mayor qye la ect iv idad tntal d e l  hamagenaka 
initial. Eeta hecha indinarfa le preaencla de un inhibidor (es) de 
la cialeaa en el homogenetu. Probablemente este Inhibidor sedimente 
a haja velacidad y SE encuentre en 1a-s YraccLonea da 7.10U x g y./o 
12.000 x g *  
2) - La fraccl6n con mayar a c t i v l d a d  ( tn ta l  y eapecifica) as el ae -
d5mento de 'IO5,OQO x g (microsomas y rnembranas plasrnhtfcas), 
Sin emba~go encontramus una csnt idad cunsid~lrabPe de enrima en el 
sediment. de 1.100 x g,. Esta f raccidn correspnnde a ndclwa, ck- 
lulas no rotas y pared celular, LEI presencla de actividad an esta 
fraccibn podris  deheree a una r u p t u r a  incarnpleka del  micelio, o a 
la adheaibn a la pared celulas de t rozos de memhrana plasmbtiea. 
3 )  - Un 40 % de la actividad de ciclaoa presente en el snhrensdan- 
te de 1Z.OQ0 x g,  pexmanece en l a  f r a c ~ i b n  snluhLe despu88 de 
la c~ntr i fugac ibn  a 105.000 x Q par 60 mfnutas. 
Pox o t r n  ledo es importante destacsr que a1 some~er diche fraccibn 
s o l u b l e  a una huava c~ntrifugaci6n a 105.0OD x g durante 180 minu- 
t a ~ ,  el 98 % de la actividad permaneci6 en el eobrenadante. 
- 
Con sl f i n  de determinar si la s x i ~ t e n c i a  de una furma eoluhle de 
a d e n i l i l  cSclasa era una propiedad exclusPva de la Gepa salvaje StL 
74 de N.crassa o si era una caraetarfatica cornfin de las cepss mice- 
l l a l e s ,  ee ~ea l i zarnn  sentrifugac5ones dtferedcial~a da rnfce.lios de 
la3 cepes salvajea FGSC 927, 2218, 1757 y 681. Laa porcentajes de 
la actf vidad enzimdtica e n k t r a d s  en EX sobrenadante de 105.0a0 x g 
respe~tn  de la preeente en el &obrenedente d~ W.000 x g pnr csda 
cepe se encuentren en la t a l a  f6 .  
En todes lam Gepas, la enzima ae mantuv~ en la fracaibn so lub le  des 
- 
pubs dk una rec~ntriTugaci6n a la miama uelacidad durante 180 minu- 
tns. 
TABLA 16 
Pnrcentaje de la actf vidad de adeni l i l  c5claaa que permanece en un 
sabrenadante de 105.00D x g respectu d~ 1s presente en un aobrena- 
dante de 12.0aO x Q en dfstfntae cepas micelialsa de N.crasaa. L s s  
cnndfcianes del fraccionamLenta fueron dascriptas en el tex ta  y en 
Mate~iales y ~f i todos.  
trnA AOEMZLIL CICLASA 
% DE ACTIUIDAD EN EL S 105 
StL 74 
FGSC 987 
FGSC 2218 
FGSC 1757 
FGSC 697 
La presencia de una farma soluble de a d e n i l i l  ciclesa an Neurosp~ra 
craasa puede ser fnterpretada de difarentes maneraa. Una de el lae es 
qua l a s  farma8 sedimentable y so luble  representan dos enzimaa dife- 
rentee, codificadae por  d f s t i n t o s  genea. Eeta posibilidad quedar5a 
descartada par la s igu ien te  evidencfs: la actividad d ~ !  ciclasa de 
la cepa FGSC 468 es desprecfable tanta en l a s  frecclones d e l  sedi- 
mento cnmn del sobrenadante de una c e n t ~ f f u g e c i d n  a 105.0a0 x g. 
C&e rscardar que en esta cepa, pnrtadora de La mutacibn cr-7, y 
que presenta fenotipo crisp, 10s niveles miceliale~ de AMF cicl ica 
son d i ~ z  veces mhs hajas  que l o s  de l a s  cepas que l l evan el gen er-q 
ealveje. A 1  estar ambss actividades, soluble y aedimenteble, arec- 
tadne p o r  l a  p r e s e n c i a  de una mu tac ión  en  un Único l o c u s  ( c r - 1 )  se 
puede  c o n c l u i r  que  s o n  dos  f o r m a s  d e  l a  misma m o l é c u l a  e n z i m á t i c a  
con d i f e r e n t e  l o c a l i z a c i ó n  c e l u l a r .  
Otra p o s i b i l i d a d  es que l a  forma s o l u b l e  d e  a d e n i l i l  c i c l a s a  sea 
c o n s e c u e n c i a  de  un p r o c e s o  d e  p r o t e ó l i s i s  a p a r t i r  d e  l a  forma un& 
d a  a  membrana. P a r a  a n a l i z a r  e s t a  h i p ó t e s i s  se r e a l i z ó  e l  s i q u i e n -  
t e  e x p e r i m e n t o .  Los m i c e l i o s  d e  d o s  c e p a s  s a l v a j e s  (CtL 7 4  y FGSC 
1757)  f u e r o n  homoqeneizados e n  b u f f e r  A c o n t e n i e n d o  o  no  l o s  inh& 
b i d o r e s  de  p r o t e a s a s  PMSF ( f e n i l  meti l  s u l f o n i l  f l u o r u r o )  a una  
c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  d e  5 mM o  T r a s i l o l  a  una c o n c e n t r a c i b n  d e  1.000 
U / m l .  En l a  t a b l a  1 7  ( e x p e r i m e n t o  1) se e x p r e s a r o n  l o s  v a l o r e s  po r -  
c e n t u a l e s  de  a c t i v i d a d e s  p r e s e n t m e n  l a s  f r a c c i o n e s  P  1 0 5  y S  1 0 5  
de  l a  c e n t r i f u q a c i ó n  d e  un s o b r e n a d a n t e  de  12.000 x g d e  c a d a  horno -
g e n e i z a d o .  
Puede a p r e c i a r s e  que  t a n t o  e l  T r a s i l o l  como e l  PMSF, a  l a s  a l t a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  u t i l i z a d a s ,  r e d u c e n  a  l a  m i t a d  l a  a c t i v i d a d  d e  c i -  
c l a s a  r e c u p e r a b l e  e n  e l  s o b r e n a d a n t e  d e  105.000 x  g  d e  l a  c e p a  S t L  
74.  E l  e f e c t o  t ambién  se o b s e r v a  e n  l a  c e p a  FGCG 1757 ,  p e r o  e l  g r a -  
do de  r e d u c c i ó n  es menor. E s t o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a r í a n  q u e  l a  a p a r i -  
c i ó n  de  a c t i v i d a d  de  a d e n i l i l  c i c l a s a  e n  l a  f r a c c i ó n  s o l u b l e  p o d r í a  
ser d e b i d o ,  a l  menos e n  p a r t e ,  a  un p r o c e s o  d e  p r o t e ó l i s i s .  T a l  p r o  -
t e ó l i s i s  p o d r í a  a f e c t a r  d i r e c t a m e n t e  a l a  p r o t e í n a  e n z i m á t i c a  o  a 
o t r a  p r o t e í n a  d e  membrana a  l a  c u a l  e s t u v i e r a  u n i d a  l a  c i c l a s a .  
P o r  o t r a  p a r t e  e x i s t e  l a  p o s i b i l i d a d  de  que  l a  ~ d e n i l i l  c i c l a s a  d e  
Neurospo ra  s e a  una p r o t e í n a  de l a s  l l a m a d a s  p e r i f é r i c a s  de membrana. 
TA0LA 't7 
Efecto de  lo^ inh ih idores  de prnteases aobre la distr ibucif in  de la 
actividad de a d e n i l i l  ciclasa en rnicelios salvajes. 
ACT1 W I DAD 
A 
EXP. CEPA FRACCION SIN INHIBIDOR T R A S I L O L ~ ? ~ ~ O U ~ m l )  PMSF (5mM) 
TOTAL ESPECIFICR' TIITAL ESPECIFI~R' TOTAL ESPECIFIC lla 
S 105 3 2 , s  895 16,2 4 ~ 1  14,9 4,? 
1 
FGSC 1757 P 105 76,l  43,7 81,q 50,8 85,3 43,4  
S t 1  74 P 105 'l6,'l 20,2 2 8 , l  38,O 29,4 4 4 , 3  
. . 
5105 83,9 104,O 71,9 96,6 70,6 96,3 
2 
FGSC 7757 P 105 35,4 22,6  30,9 41 17 47,l 62,O 
P A 0 5  69,2 
StL 74 
5 1 0 5  30,8 
(a1 pmnles  de AW cfclica praducidn por minuto por mg de prntefns, 
Ex erimento 1:- Actfvidades enzirn6ticas en fraccfanas obtenfdaa pnr 
-n a 105.000 x g par  60 rnlnutca de un sahrenadante de 
12.n00 x g prapsradn B p a r t i r  de rnicelins hamogenefzadas en buffer A, 
conteniendo o no inhibidores de proteasas. Los sedimentms (P 105) fue - 
ran resuependidna en 18 misma ~ n l u c i b n  buffer usada an la homoge- 
neizacibn. 
Experimento 2:- Alicuotaa de las P 105 reeuspendidos do1 ~xperi- 
mento 1 fuernn ajuatadas a una can~entrscibn f i n a l  de MaCl ds 0 , 5  M 
y recentrifugadas a 705.00D x g durante 60 minutoe. Los subrenasdan -
tes fueron sepasadna y l n s  sedimmtns Pueran reeuapendidns en bu- 
f f e r  A contenienda N a C l  a una concentraci6.n de 0,5 hl y el inhibidnr 
de prateasas correapnndienta. 
Ex erfmentn 3:- Llna sl icunta d e l  P 105 reeuspendido del experimen- 
h e m e n t e  centrifugada a 105.000 x g par 60 minutoa. Des- 
pub8 da esto,  el anbranadante fue separado y el prec ip i tedo  fue P e -  
suependida sn buffer W cantanfendo Mac3 a una coneentrncifin de 0,5 P?. 
Esto es, que es tuviara  dehilmente unida a la membrana y que parte 
de la actividad entimhtica ee Iiberase al ssbrenadante durente l a8  
procesos de hamegeneizacP6n y centrifugacibn diferencial. De oer 
a d ,  la actfvidad de ciclasa deherh ser extrawapor tratarniento 
de l a s  fraccinnes aedimentablea con solucfonea sal ines  de alta fuar -
za ibnics .  El  experiment^ 2 de la tabla  47 rnuestra que ~1 iratemien -
ta da l a s  Prscciones sedimentadas y resuspendidaa (P 105) del expe- 
r iment~  l eon una so luc i6n  de buffer A contenfando MaCl 8 una can- 
centracibn de a,5 M provoca una s o l u b i ~ z a c i b n  d e l  84 % de la actA 
vidad para la cepa StL  74 y de un 65 % para la cepe FGSC 1757 (exp. 
2 cnlumna A ) .  Adamhs se abserva que l a  presencie de 1 ~ s  inhibidarea 
de prateasas no reduce maynrmnte la extraccihn por alte fuezra ifi 
nice (exp. 2, columnas B y C). 
Ualga como ejemplo 1~ que acurre can la Gepa S t t  74. Mientras, coma 
ye, se menelon6, lna Onhibidme8 de prnteeeag reducian en un 50 % la 
cantfdad de enzima recuperable an el sohrenadante da un hamageneiz~ 
do ~ealizado a haja fuerza ibnica, l o s  mlsmns inhibidarea sdlo  re 
ducen en urr 75 % la cantidad de enzirnm axtmckable eon snlucinnes 
aalinas d~ a l t a  P u ~ r z a  i6nfca. 
En b e ~ e  a 10s raeudtados de le tabla  77 se decidib realizar el ai 
guienta experimentn: en lugar de solubilizar la act iv idad de cial= 
I 
8s par tratamientn de un P 705 can soLucianea conteniendo NaCl en 
preaencia a ausencfa de inhihidores de proteaaae, se realharan 
humageneirac9anes de micelins de Neurnspnra directammte en aalu- 
~ 3 a n e s  b u f f ~ s  conteniando NaCl 0,5 M, en ausencia o con el aqraga- 
da de un inhibidor de pratea~as (PMSF a t~asflnl). Luego se prsctk 
cb una centrffugaeZ6n diferencisl y se midi6 acttvldsd de adeni l i l  
ciclasa en la8 f racciones ebtenidae . Loa resultadne pueden verse 
en l a  tabla 78. 
LDS valores de l a  tabla 78 nos muestran que euando la& hom~ganefz= a 
cfonea snn sealizadae en buf fer  de alta fuerza ibnice, un 5O % d ~ !  
la ac t iv idad  de ciclesa presente en un enbrenadante de 1000 x g.es 
t a j e  no es prhctfcamente alterada por l a  adic i6n  de inhibtdores de 
prntaasas a l  buffer d~ hornugenef zeclbn. 
Hasts aqui pndmas cnnclu ir  que, independisntemente de la a x ~ e t e n c l a  
de un procesa de prote6lisis ,  la enzima en estudio ae camporta 
coma una p r a t e h a  integral de membrana, sina m6s b i ~ n  cuma una prg 
tefna d6bflrnenta unida a la traccf6n sedimentable. Eata aPirmaci6n 
puede sex corrobqrada si se analizen l o 8  resulLados d e l  experimento 
3 da l a  tabla 17. 
TABLA 18 
Ofstribucifin de la actfvidad de adeni l f l  cielaaa en lam fracciones 
de une centrifugecibn dlfarencial* de h~mogeneiz~do~ de mice l i~e  de 
Neurospdra S t L  74 realirados en buffer de alta ruerze ibnica, con o 
a in  el agregado de inhibidores  de proteaaas. 
TOTAL 
<pmal~a/min) 
TRASI LOL 
(700 U/ml)  
a Tres porci~nea de 15 g (paso hfimedo) do micello fueron hamogenei- 
zadas cada una en 20 ml de buffer A contenienda NaCl 0,5 H, NaCl 
0 , 5  M + PWSF 5 mH y NmCl D , 5  H + Trasilol 100 U/ml reapectivarnmn- 
t ~ .  Los homogeneizados f u ~ r o n  sometfdaa ri una centrifugacibn d i f e  
renciel a lCM3, 10.000 y 905.000 x g. El sobrensdante de 9000 x 
fue consideredo fraccibn "crudam. tos precipitadas fueron rasuspec 
didoa en laa aolucionas buffer de homngeneizacibn currespondientes. 
Ellos muestxan que nlavandoU cnn aoluci6n buffer conteniendo WeC1, 
19 Praccibn correspondi~nte  a1 P 105 d e l  experimento 2, sbn ea pu C 
s ih l e  salubi l izar  un 30 % adicinnal  de enzims. Si ae nbservan 10s 
resultados de la cnlumna A para la cepa S t 1  74 afgulendo consamti It
vamffnte  lo^ 3 experimentna ae pueda razonar que sf ee partan de un 
700 por c i e n t n  de act iv idad enzirnbtica p r e s e n t e s  en un sobrenadan- 
t e  de 12,000 x g y ae hacen coneecutivamente, una centrf Tugecibn a 
705.0[50 x g y dos Hlavad~sm de la fraccffin sedfrnenteble con soluqfo -
nas da NaC1, ee llegarb a tener sbln 7,5 pnr cientn de act iv idad 
an la filtfma fracci6n sedimentable, habiendo pasadn a la fraccfbn 
soluhle el 92,5 par cfento restante. 
IV, 2 Frapiedades cinbticaa de l a  forma so luble  ds la adenilil 
ciclasa de N.craasa. 
Ls actividad de 1s cfclasa salubla d~ N.crasse Pue despr~ 
ciable cuanda Iaa ensayos Pueron reslizados en presencie ds H$+ en 
lugar de ~n++. Pnr ntra perte, no hubu e f ' e c t ~  de 8ct ivaci6n cuendo 
les mezclas de reacci6n fuerun suplemsntadas con f l u o r u r n ,  GTF 
GMPP (NHIP. fampoca ae detect6 activacibn a1 preincubar o ensayar 
laa preperacfanea enzim6ticas en presencfa de toxin8 del c6lera (pre 
tratads o no con ditf ctreitol) ya sea en preasncia o susencia de NAD. 
La ac t iv id ad  enzirnetica rnostrd su bptimu en el rmngo de pH compren 
dida entre 6,2 y 7,4 unidades ( r e s u l t a d ~ a  no moetradne) . 
IU. 3 Purificacibn percisl y propiedades fisicaa. 
Une manera d e  c~mprobar que l a  actividad de a d e n i l i l  c i -  
claea aaaciada a la fraccibn soluble corresponde a una enzirna autkn -
ticamaflfe ~ o l u b l e  y q u ~  no se treta de una enzima unida a pequefias 
vesfculas membranoeas no aedfm~ntables ,  consiste en aorneter la ac- 
t f v i d a d  enzimhkica mencionada a un proceeo de puriffcacibn median- 
t e  rnhtodm u t i l i z a d o s  comdnrnente para proteinae s o l u b l e s .  De acueg 
da cnn estn, la act iv ldad de ad~nilil ciclaaa de un S 105 de la ce 
- - 
pa StL 74 fue anmetida a uns crarnatografia de intercemblo ffinieo 
an colurnna de DEE-celulcsa. La Fiqura 48 rnuastra el perfil de elk 
cibn de  la cnlumna. Se ve que la actividad de of~lasa eluya Bn un 
finico pico  bastante eatrecho a una concentreci6n de NaCl de  apxnxA 
madamente 0,27 M. Laa doe Praccfonea con mayor actividad enzirnbtt- 
ca fueron cambinades. La preparacibn resu l tante  Pue preclpftada con 
aulfato de amonfa, dializada y filtrada a travgs de una columna de 
Bin Gel A 5rn (experirnentos preliminares habian mnatradu que La sc- 
tfvidad da ciclasa 5e excluia de colurnna de Bia Gel A U,5m y 1,5m). 
Ademhs de c~mprober la autenticidad del carhctar so lub le  de la enzk 
me, Is f i l traci6n en gel tuva por ~ b j e t l v o  obtener el valor del ra- 
d i n  de Stokes de le c ~ c l s s a .  ~s pnr eso que se incluyeran ~ r o t e f n a s  
marcadoras en le prepsracibn sembrada, E l  perf1 1 ds elucibn de esta 
columna eat$ grnficedo en le Figura 49. La ciclsse eluye en un Gnk 
oo pico  que precede e la pgalaotosidesa,  con una k de 1,63. €ate 
el 
valor correapnnde a un radio de Stokes d e  7,3 nm (Figura 49, inem- 
t o ) .  
ELU YENTE (A )  
Flqura 48:-  Crnmatografia an eolurnna de DEAE eelulaaa da un S 105 
-
de l a  cena S t L  74 d~ Meuresuora craasa. 
. , ac t  i v i d a d  de adenilil ciclasa; 0 ] protefne. 
Laa condicionea expe~imantalea ruernn dascriptas en Ma 
- 
t~riales y Mhtndoe. 
fiqura 49:- Ffltracibn par columna de Bio E e l  A 5m de uns prepara- 
cibn de MAE de Neuros ora CStL 74) precipitada eon aul + efato de amonio u ia r a  a. 
, eet iv idad da adenill1 clclaea; 0 , pratefna. Lae 
rleches indican la posici6n da elucf 6n de una suspansibn 
de hacterlas (Eact 1 o de lae proteinaa marcadoras & ga- 
lsctoaidaaa (GI; ~ a t a l a a a  CC); lactata &shfdraganasa(L); 
malato d~ahidrogenaea (H) y citocromo c (Cc). E l  grbfica 
insertada muestre la relacifin entre lo8 radias da Stokes 
y 10s k psra le actiu5dad de ciclaas < y para les 
pr~tein6h mrcadoras ( 1. La ke set6 d ~ f i n l d a  par el ca 1 cfente entre los  volbmenss de e uc36n de le c i c l a ~ e  o 1;s 
proteinas marcadore% y el valumen de eluci6n de la sus- 
pensibn de bactertaa (volumen de exclusihn de le columna) . 
Les condicianaa exprrimentsles fueron descr5ptas sn k t e -  
FIRI m u Wtndnm- 
DegpuBa de 1 ~ 8  doe pasos anterinres la enzima se purifice unas 46 
veees (ver  tabla  19). El pasaje por DEAE-celuloan parace eliminar 
un fnhfh3dor exfstente En el sabrenadanto de ?05.ODO x g,  ya que 
el rendimiento de ese etapa ee de un 223 % respecto del S 105. El 
rendirnientn d e l  pfco de activfdad del aio E E ~  A 5m es un 78% res- 
peoto d e l  S 105 y sdlc un 35 % respecto d e l  pico de actividad df! 
la D E E  celuloaa. 
TABLA 19 
Pur i f icac ihn parcfal de la adenill1 ciclasa so luble  de M~ur~spora 
craass, cepa StL 74. 
ACTIVIDAD DE ADENILXL GI CLASA 
PROTEINA TOTAL RENOIHIENTO ESPECIFICA PURIFICACIaN 
FRRCC'uN (mg TDTALES) (prnoles/min) z (pmoles/rnin/ UECES 
mg prnt)  
Bio-Gel A 5m 
Can el objetn de conacer el coeficiente de eedimentacibn y el vnlu- 
men especif3.cn parciml de 19 enzime, se realizaron ultracentrifuga- 
clones en gradientas de smcaroea hechos en H20 o DpO. La Figura 50 
mueatra el perfil de mdfmentacihn de la actfvldad da ciclasa de una 
prsparaci6n d~ DEAE en ambas tipas de gradientas. 
Fiqura 50: -  Centrifuga~iones an qradientes da Bacarnse de una E- 
paracibn de DEE de N.cressa, S t C  74, Lca grsdientee 
fuernn hechos en agua en bxido de deuterio. Las fle- 
chas ind icsn la posicihn de l a s  prntsinms mercadoras: 
citocromo c (Cc); melata deshidrogenasa ( M I  y lactata 
de hidropenasa (L) ,  En el grbfico insartsdo se encuen 
tra la relacibn entre l a s  cneficientes ds sedfmenta~.rbn 
(51 y l a  po~fcibn en l o a  gradientes de l a  ciclas-s (0) 
y l a s  proteinas marcadoras (a). Las condiciones expe- 
rimentales fueron descriptas en Materiales y Mbtodos. 
Lee constantaa de ~edimentac ibn fueron  la^ miemus en arnbos grsdiez 
t s s ,  preaentando un valor de 6,25 S (insert0 de la Fiqusm 50). €ate 
hecho indlea que Is cfclass y 18s prnteines mar~adoras tienen eaep 
cialnante el miamo voltmen especificn parcial, 0,74  ml.g-',  que es 
ca~acteriaticn d ~ !  188 prnteinas qlobuleres a a l u b l e ~ .  En base a 10s 
datos obtenfdns se puda calcular un peso molecular de 202.000. En 
1~ tab la  20 se encuefitran lua par6metr~s hfdrodlnbmioos y mnLecula -
re8 de la adenilll ciclasa eoluhle de Meusoapore. Los walorea de 
satoeparSmetr~seon airnilarea 10s de l a s  ciclaaas de te j idoa  da 
mamif e r ~ s  olubilizadaa con datergentes (ver Diacuai6n) . 
TABU 20 
Par&metroa hidrodfn6micns y mnleeularea de la adenllil ciclsaa en- 
luble de ,Neuroapara crassa. 
Pnr atrn l a h  se deterrnfnb el ponta isaslhctxfco de la anzlma me- 
d i a n t ~  un elec&raenYoque en capa delgada realizado ~ n t r e  pH 4,0 y 
6 ,0 .  La preparacfbn enzimhtiaa sarnbrada fue un sabssnaddnte de 
105.000 x g. La Figurs 51 prseenta el perfil de elucibn de dlahn 
electraenf oquk. Se obtuvo un hnica pico de act&vidad anzSmbt.iaa a 
pH = 4 ,65 ,  que no coincide con l~ benda da t incibn mmy~r%teria c m  
azul de bornassie. 
t o s  en esta aeccibn indican que es pasihle axfraer m a  actlvidad de 
a d ~ n i l f l  ctclasa suluble d e l  mice l fn  de Neuroepara crasaa. No es 
p ~ s i b l e  eatahlsaer a1 get* farma snluble exiate in v i v a ,  o s i  se 
treta de una aa1ubilizaci6n paxciel de la ~icl~tlaa u n i d ~  a rambra- 
na durante el p-raceao de hamagenefzaoffin d e l  micelin. El hecho da 
carno e la Bedimentable psrmfte ~ o n c l u f r  que ease dos satiufdadea 
repmz~enten Poxmas de la m i s m  enzima-. 
b e  resultados d~ la tabla 17 indiaan que l a  s d e n i l i l  cZclasa aeg 
ciada a memimanas de las m p a s  miceliales BE! cumporta como una prf! 
tefne d&bi lmmte  unlda, ya que ea p n s i h l e  snlubil izarle con solucig 
ne= ~alinaa. Estn la d i f e m c l a  de las ciclasea d~ membrar~a de c&- 
lulas de rnarn%feros que a b l ~  son ~nlubiliradas par  l a  accidn de de- 
t e r g e n t ~ ~ .  La exiat~ncia de formas de a d ~ n f l f l  cfclaae aelublee a 
FZqura 51:- Enfaque isoel&ctrico en capa delgada de un S qU5 de Mu- 
-
rospnrs crassa S t L  74. 
+,  activtdad de a d e n l l i l  c i c l a ~ a ; O ,  p r a t a f n ~  y A, pH, 
La psrte superior de la f igura  rnueatra el patrbn de b a ~  
das abtanfdo en una t5ra de papel de f i l trn ubkcada sn- 
bre la superffcfe del gel de Sephadex y luega teflide p= 
r a  protefhea cun szul de Cnornaseie. Las condicinnes ex- 
perf mentales fueron descrf ptaa en Materiales y Mgtodos * 
d6bilrnenta unldaa a m~mb~ana  no ha sido e ~ t u d i a d s  detalladamente 
an 10s eucarintes inferinres. Frenco da Si lve irs  e t  a1 no detec- 
taron act fv idad enrimetica en e l  scbrenadante de 105.000 x g de 
Trypannsnma cruri (215). Lnpea Games - et a1 (2131 par otrn ledo ma= 
traran que s l  hien el 73 % de  la actfvidad de ciclasa de Blmstocla- 
diel la emeraoni se encuentra en el sadimento de 105.000 x g ,  hay 
un 18 % de act iv idad de ciclasa en el snbrenadenta post microsamal. 
La ciclasa sedimentable f u e  anlubiXlzada can Triton X-tan el 1% pero 
no se prnb6 la accibn de soluclones salinas.  En Gaccharnmycea cere- 
visfae existe un 16 % de la actividad de ciclasa en el snbr~nadante 
de 105.000 x Q. La a c t l v i d a d  sedimentable fue solubilizada par Uari - 
mo y Londesbnrough (214) pnr  medfo de tratarnlento con una mexcla de  
Lubrol a 1  a,? % y HE1 a una cnncentracibn de 0,3 M. Sin embargo 10s 
miamos autores d~rnostreron que aa poaible eolubilizar un 40 % de la 
ac t iv ida d  preaente en el sedimento de 105.000 x g par tratamiento 
con anlucinnes contenfendo HE1 a une cnncentracibn de 0,3 M a saca- 
rosa 1 M. ~dernea 1s adenilil ciclase d e l  protozoo Tetrahymena pyri- 
fo rmis  tambibn Pus so lubi l f  zada pox extraceibn con solucinnes de 
sacaruse (228 ) .  Eetns detne estarfsn de acuerdn con la evidencia o& 
tenide en Neurospnra craess. 
Ea poaible hacer algunas genaralizaciones sn cuanto a laa caracteri~ 
ticas y localizecibn intracelular de la6 a d e n i l i l  cielesas 10 l a r  -
go de la eacela evolut iva:  
S e g h  Ide (229) la adenilil ciclasa de bacteriaa puede eer clesifi- 
cadas tentativamente en doe grupos: uno dependiente de piruvatn u 
ntraa uetnbcidns para manifaetar su act iv idad y el otro indepcn- 
diente de lo8 miamos. Un punt0 interasante es que l a  msyoria dm 
l a s  adeni l i l  ciclasas dapendientes de piruvata ostbn esnciadss B 
la fraccibn so luble  mlentras que lam que no aon activedes por di- 
cho compuesto se encuentran en la fracelbn partlculade. A l  primer 
grupo pertenecsn l a s  bacteria8 Gram-posftivas o Gram-veriables como 
Brevibacterium, #icr~coccus y Arthrobectar miantras que en el eeguz 
do gxupo se encuefitran tanto Gram negatfuas carnu posi t tvas  y la8 
eJemploa m6s estudiados son Escherichia c o l i ,  Nncerdia, Rlkalisenee, 
Coxvnebacteriurn y Erwinia. En cuanto a lo8 requorimientos de catfbn 
divelente en amhos grupns lam ciclassa puedan funcionar con H ~ + +  o 
++ 
~ n + + ,  pern sn E.oali y Brevibecteriurn 1iquePae.i~ns el Mn es inhi- 
bltorio a concentraciones meyores de 5mH en tanto que en Nocardia 
er~thro~olis el Mn+' ea much0 n6s afeetivo que el M ~ + +  en todo ran- 
go de concentraciones. 
En 10s eu~ar io tes  inferiores o Psutistss Ch~ngas, protozocs y algaa) 
se podria genersllzer que las edenilil ciclasas son estrictamente 
dependientes de Mn4+ y asten ssociedas a les matnbranas par interec- 
cf ones debiles caraetaristicas de las proteinam perifbricas . 
Mo exieten pDr otrn lado datus suficlentes para pnder establecer las 
propiedadea gensralas de laa chclasas de log metazdarias (excrptuan- 
dn rnemifsms) y de las plsntss. 
En mmfferos, como ya se ha dieeut ida anterformente l a 8  eiclaaas 
son dependientes de  M~*, unidss  Puertemente a la mernbrsna plasm& 
tfca y regu1abJ.e~ por  hormnaa, con la excepcibn da la ciclasa so -
luble de cblulae de la linea germinal de teetfculn ouyss cmacte- 
rfaticas han sido d i ~ c u t i d a s  extensivamente en esta t ~ s i a .  
Resulta interesante puntualizar que le forma 8olubla da la adenilti 
oiolese de Neuroapaxm crassa presenta 10s mismos peshatrna h i d ~ n -  
dinhrnicna y peso molecular Calrededoo da 2Q0.0002 que 1~1s ciclasaa 
unidas a membrana de mafniferos (var tabla 8 h i s ) .  
Eatn es, abn aiendn so lub le ,  l a  enzima ds Neurosnora es una molbcu- 
la d s  aafrn6trica ( f / fn  = 1,654 y de mayor $arnafio que la ~iclaaa BE 
luble de teatfculo ( f / f a  = 1,4). Ademhs ambss enzimes presentan p u ~  
tna l snel~ctr icos  diferentee: 5,30 para testfculo y 4,6 para Meuros- 
para. 
De ecuerdo con eetoa datos, la cfclesa so lub le  de Neurnapura es el 
primer casa de~cripto de un companente catalltico de adenilil cfcla -
5a de peea moleculer pranda,suacsptible de ser purificado e i n  el uso 
de detergentes. E l  tamafia, la forme y l a s  propiedades cin&ticaa y 
funcionales de l a  ciclasa de Neurospora permitLrian identiffcarla 
can l a  subunidad catalitice C de~lcripta por Gilman (68)  en cQlulas 
de rnamiferoa. Esta fndicaria que la anzima respunsable de la efnte- 
sis de AMP ciclicn en Neu~aspara~ es un t i p a  de nprnton cfelasa En 
la cual eat& ausente el companente re~ulatoxfa  G/F. Hasta sl prssgp 
t e ,  este  t i p a  d~ cfclasa ha aidn ademhs descripta en mutantes de 
lineas celulares curno el linfnma S 49 (vex In t rnducc ibn ,  ssrecibn 11.7) 
dande la ps~tefna E/F eat8 ausanto. 
La existencfa de un organismo v i v a  (no una l inea celular mutantel 
coma Neurospora, que salam~nte puma el cnmpnnente catalftico - C 
de la eiclasa permitiris c~ncluf r que a lo largo de la evaluci6n 
de l n s  euceriotes aparecib prlmeramente In actf vided catalftica 
para la slnteeis ds AMP ciclfco, d e n d o  la aatividad regulatorfa 
una adquisici6n mhs reciente. Resumienda, I n s  sistemas de e d e n i l i l  
c l  clasa dependientes de ~ n + +  en loa organisrnos eueariotes i n f e r i ~  
- 
xes estarian rapreaantadoa pax un tipo de prntocielaaa no eujeta 
e Iaa rnecanlsrnos de contra1 cnnachdes que regulan s loa elstsmaa 
de rnamiferos donde la enzima aaria una holacfclaea. 
RESUMEN Y CONCLUSIOMES 
1 - 5e purlficd a homaqeneidad la a ~ t i v l d a d  dp a d e n i l i l  cicla- 
aa snluble da test iculo de rata de ~ c u e r d o  a1 siguiente pro- 
ced imi~n k o  :
t 
HOMOGENATO TOTAL 
BIO G E L  A 0,s m 
ENFOQUE ISOELECTR~CO EN 
RANG0 ESTRECHO (pH 5,O - S,d ) i 
2 - La enzlma pura praaenta una hnfca banda polipeptZdlca en e l e ~  
traforesie en gelee de poliserilamida con SD9, eorre~pnndien- 
t e  a un peso iimlecular de 69.000. LB purifieacibn logreda fue 
de 1700 veers can un randimiento d s l  7,s %. Le enzlma presents 
un puntn fsoel4ctrico de 5,3 unfdedes. 
3 - SP cslcular~n 10s parbrnetras hidrodlnbmicoa y moleculares de 
la enzima por medio de filtraciones en gel  y ultracentrifugs- 
ciones en gradientea de sscarose hechoa en H20 D20. Lo8 re- 
sultadoa indicarnn que la enrima posse un coeficlente de sedA 
mentacien de 4,3 5,  un radia de Stakes de 3,95 nm, un volumen 
especiffco psrcial de D,74 ml/g y un pesn molecular raletiuo 
de 74.000. Ests bltimo data cancuerda con el peao molecular de 
18 enzima pura en geles de polincrilamlda con SDS, lo c u d  ic 
diea que le ciclasa soluble de testicula ea una proteine mnng 
rnhrfca. fldembs ae calculh el coc5ente frictional ( f / fa)  de la 
enzima, cuyo valor de 1 ,4  fndfca que sa trata d~ una protsina 
ligeramenta asimbtrica. 
de cielasa de diatlntus tej ldns,  obssrv6ndoae qur la act iv idad 
snzlrn6tica aeaciade a la fracclbn soluble d s  testfcula es i n h f -  
bider selectivarnente por 18 presencia de la harmona en la mez- 
cla de incubacibn. Las actividades de ciclasa dt hfgadn, rM6n, 
carehru y cnraz6n no eon afectadse par la presencia da la L-T3- 
El efecto inhibitoriff es revareible y no requiere preincubacfbn 
de la anzima con la hnrrnana. 
La enzima presenta una curva U vs 5 de t i p n  rnichael%an~ (hiper -
b6lica) y l a  i n h i h i c f b n  csussda por la L-TI es de t i p o  no cnm- 
++ p e t i t i v a  tanta con ~espectn a1 ATP coma con respecto a1 #n . 
El efecto i n h i b i t o r i n  ee praducido pox 1s capacidad de ka 
L-T3 de quelar ~n'+ u ntrns cetionee divalentes. 
5 - Se e s t u d i b  la relacifin entre la act ivldad e n t i d t i e a  y la non- 
-10 
centracidn ds hormone: entre 10 y M l a  inhib ic i6n  o~=& 
le entre un 15 y un 25 % y a concentraoionea mayores de M 
se nhserva una Puerte fnhihSci6n llegdndosa a un 90 % a una con -
-4 centraci6n de L-T3 de 10 M. Se investigd la influencie de corn- 
pueetos an6 l~gos  a la L-TJ sabre la actiwided de la enzirna. En 
tanto  al NaI no a f e c t ~  la s c t i v i d e d  de la ciclaea, la D-T3 pro 
duce un efecto i d l n t i c o  a1 de la 1-TJ- 
La Tq y la isopropil T2 presentsn la misma ePicienc3.e inhibitg 
rka que le L-T3 en rangne de cnncentreciones bajas, rnientras 
que a cansentr~cion~a eltaa inhdben pero en m m o r  medida. Les 
icdutfraefnaa (MIT y DSf) no produjeran mayor efecto aobre la 
cirlaea. 
6 - E l  efectn inhibitoria nu fue  aholida par el trstmiento can df - 
f erentes drogas (urea y guanidine , N-etil-maleimida , hromuro de 
cianbgenn, dit iotre i to l ,  hidrnxflamina, EGTA y NaC1) ensaye- 
das a d i ~ t i n t a s  conc~ntraciones. 
E l  Triton X-100 no modSfic6 le actividad basal de le clclasa 
soluble de test icula,  pern anul6 par campleto el efscto inhk 
hitorio, posiblemente a ceusa de su cepacidad da unir 1-T3 par 
7 - Por otra parte se demostrb que 1s - L-T3 es cepsz de inhlbir la 
acumulacibn de AMP ciclico intracelular cuando es s n ~ d i d a  a1 
medin de un cu l t iuo  de troxos de test iculo de rata decapeula- 
doe. Esta fnhibicibn present8 una curve de dosis reapuesta que 
si bien nu es idbntica sa puede correlacioner can l e  curvn de 
actividad de edeni l i l  c i ~ l a s a  en funcfbn de la cnncentraci6n 
8 - Se detect6 la existencia da une a c t i v i d a d  ligadnra (bindinq') 
na a su presunto sitin receptor es especifica, saturehl~ ,  re- 
versible y temperatura y tientpo dependiente. 
9 - A 1  sameter la preparecfbn anxim6tkca de testfcula a diveraas 
mbtodos de purificacibn se sncontrb que existe  una asaciaai6n 
f f ~ f  ca entre lae activldades de cLclasm y de uni6n ( l lb fndtn~ l l )  
de Lq2'1 J L-T3. Tal  aeociaclbn permitiria explicar el ef  ==to 
i n h i b i t o r l o  que eJsrce la L-T3 sobre la enzime, efecto que ee 
bbserue en preparaciones enrimeticas de todos 10s gradoa de 
puriffcacf6n alcanzados. 
10 - Se calcularon l a s  cnnstantea de diaociacibn y capacidad de uni6n 
de 11251.] 1-T3 una preperacibn enzirnltice parcielmente puri- 
f icada. 
Existen doe cornp~nentes de uni6n: uno de alta afipidgtd (kd = 6,s 
x I D - ~ H )  y baja capacidad ( I n g  de L-T3/mg p r o t . )  y okra de be-! 
j a  a f i n i d e d  (kd = 3 x IO-'M) y alta capecided de uni6n (24 ng 
de L-T /mg prot , ) .  La existencia de dos s i t i n e  con afinidades 3 
diferentes par  la hnrmnna podria emtar correlacfnnada con el tA 
po de curva d~ dosis-respuesta bifhsica de la inhibicibn de Xa 
a d e n i l i l  ciclasa par la L-TJ. 
q 1  - Se estudiaron algunas prnpiedades de  la adenilil ciclasa aaacis 
da a rnembranaa de espermatazaides de rata. La actividad enzimh 
- 
t i c a  es dependiente de ~n++, ineens ib l e  a1 f luorura ,  nuclebti -
dus de guanosina y gonedotrofinas. 
AdemBs, dicha ac t iv idad  enzirn&tica as inhibida par la L-triiad; 
t i r o n i n a  a a1t.s concentra~iones ( ~ o - ~ M ) .  La enzima preaenta un 
km para el AT? de I m M  y a1 ser aolubilizade pox tratamiento de 
laa membranas can T r i t o n  X-100 preaenta un coeffciente de eedi 
I 
mentacibn de 4,3 6 .  Tcdas estas caracteristfcas eon sfmilarea 
a l a s  deecriptss para la adenilfl ciclasa e~ocisda a la frac- 
cibn enluhla ds t s s t i c u l o  de rats, y diferent~a da lae propig 
dades canoc id~s  para la8 a d e n i l i l  ciclaaas de membrane de otros 
t e  j i d o s  de mamif eras. 
72 - Se determinb la existencia de una forma n a o l ~ b l e ~ ~  de edenflil 
~ i c l a s a  en cepas miceliales d e l  hongo N e u r ~ s p o ~ a  crassa. En 
fraccionsmi~ntas subcelulares de hnmogeneizados realLzedos en 
saluciones de baja  fuerza if inica,  se nhtiane de un 20 a un 39 76 
de la act ividad de ciclasa en el sobrsnadante pnst-micxosomal. 
Si l a s  homogeneizaciones se l levan a caho en aoluciones de alta 
fuerza ibnica, un 50 % de la act fv idad entimktica permanece en 
~l snhrensdante. Adem6s, ea paaible  axtraer en forma soluble ' 
haste un 90 % de  l a  act iv idad de ciclasa mediante lavados suce- 
s ivoa  del preclpitado de 105.00C x g con sn luc iones  smlinas de 
alta fuerza fbnica. 
q3 - La s d e n i l i l  ciclasa nkolublem de N.crasaa pr~senta  propfedades 
sfrnfla~ea a 18s ya descrLptaa para la enrlma ssociada a rnernbra- 
naa (dependencia de ~n++, i n s e n s i b i l i d a d  a F- , etc. 1. Eata ac- 
t i v i d a d  m es detectable en l a  cepa rnutanfe cr- I  (carenke de e~ 
t i v i d a d  de sdenilil ciclaea) lo cual pndrta indicar que la8 ci- 
clasas de mernbran~a y soluble del hongn representan doa Pnrrnaa 
da la mima enzim can diferante lncalizaci6n. 
14 - Le ansima fue parcialmente puriflcade C46 vecesl a trauha de 
crornatngraf5a en columna de DEE-celulosa y Hfo E E ~  A 5m. Se 
calcularon 10s par6metraa hidrodinhmicns y moleculares de la 
enxima: caeffeYenke de sedirnentacibn, 6,25  S; radio de Stokes, 
7,3 nm; vnlumen especffico parcial, 0,74 ml/g; peso molscu3ar, 
202.00Cl; cocfente fr icciansl ,  1,65 y punto Lsoel6ctrica, 4,65, 
Estus d ~ t o a  indieah que l a  c l ~ l a s a  soluble de Neureapura pasee 
un tamafio similar a1 deacriptn para el c~mpanente catal i  t l c o  
C de l n s  ei~temaa de a d e n l l i l  c fc la~ae  regulables por horrnonas 
- 
de tejidos de mamiferoa. 
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